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第一章 緒言 
1-1. 生体分子検出の現状 
現在がんや心疾患を含む生活習慣病が死因の約６割を占めることが厚生労働省により報告され、さ
らにストレスや精神病などが現代病として台頭してきており、国民の健康や疾病の予防・診断に対する
意識はますます高まってきている。こうした現状をうけて、国では政策の重点課題として、医薬品創出や
疾患に対応した研究の強化などに焦点をあてている。こうした医療に対する国の体制が充実していく一
方で、日本国民の平均寿命と健康寿命（健康上の問題で日常生活が制限されることなく生活できる期
間）の乖離は約１０年と著しく、闘病生活におけるクオリティ・オブ・ライフの低下や、高齢化による医療費
のさらなる高騰が問題となっている。こうした課題をうけて、疾病の早期診断法の開発や高効率な患者ス
クリーニング法の普及促進、医薬品開発のハイスループット化、ならびにそれらの低コスト化を可能とす
る生体分子検出法の開発は、今後ますます重要になると考えられる。 
バイオマーカーとは、①疾病により分泌量が増加あるいは減少する低分子、タンパク質や核酸といっ
た生体に由来する内因性の分子、もしくは②生体外から取り込んだ物質の排泄量が変化するなど疾病
状態を反映する外因性の分子のことを指す。生体サンプルは様々な物質の混合物であるため、バイオ
マーカー由来のシグナルのみを検出するための工夫が必要となる。生体分子検出法は大きくわけて、
バイオセンサを用いる方法と高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）やキャピラリー電気泳動などの分離
分析法をベースにした手法に大別される。バイオセンサとは、酵素、抗体あるいはアプタマ 1 2 など生体
分子による特異的な分子認識作用を利用し、それをセンサ素子として利用したものであり、特定の物質
のみの検出や装置の小型化（ポータブル化）に有利である 3。一方で、ＨＰＬＣ法は、生体分子と相互作
用する粒子やゲルなどを充填したカラムにより生体分子を分離したのち検出する方法であり、複数のバ
イオマーカーの一括検出に有利である 4。いずれの分析手法においても、バイオマーカーの測定（検出）
原理の選択は、分析感度やランニングコストの観点から極めて重要である。表 1 に種々の定量分析に用
いられる測定機器の特徴についてまとめた。 
 
特に質量分析法は、臨床応用で最も欠かせない重要な測定法である。これは、質量分析法が極めて
検出感度(ng ~ pg オーダー)が高く、さらに得られたスペクトルから分子構造を同定できるためであり、高
速液体クロマトグラフィーと組み合わせることで低分子からタンパク質までいずれの化合物も定性・定量
することができる。特に薬物代謝において、薬物体内濃度や代謝物の同時分析のみならず、薬物相互
作用についての情報も得ることができるため、イムノアッセイを基盤とした分析法とともに汎用されている。
このように質量分析法は得られる情報の量と質ともに最も優れており、いまや種々の臨床診断において
欠かすことのできない分析手法である。一方で、質量分析装置はランニングコストが極めて高く、装置の
オペレーションやメンテナンスに専門性が必要である。同様に、種々の光学測定も汎用的に用いられて
おり、なかでも蛍光分析法は質量分析装置と同等あるいはそれ以上の検出限界を実現しうる手法であ
る。しかし、非蛍光物質に対しては標識化が必要なことや、用いる試薬が高価であること、光路長により
感度が変化することから感度を維持しつつ小型化することが困難など問題が多い。以上より、現在の社
会の要請は、蛍光分析法や質量分析法の代替となる分析法の開発であり、簡便性、迅速分析、小型化
およびポータブル化を実現することを目的とした研究が多く進められている。 
表 1 生体分子の定量分析に用いられる測定機器
の特徴 
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1-2. 電気化学分析法 
電気化学分析法は、電極を浸した溶液との界面で生じる電気化学反応により生じる電位差もしくは電
流量から測定対象の定量を行う。本論文では、外部電源を用いて電極へ電位印加を行い、目的の分子
種との電気化学反応により流れたファラデー電流から濃度を定量する方法と定義する。電極反応は酸
化還元性の分子に限定され、その反応電位は分子に固有であるため、屈折率や電気伝導度の変化を
利用した非特異的な分析手法に比べて選択性が高い。さらに、紫外・可視分光法といった方法に比べ
て高感度分析が実現可能である。電極表面の極近傍（数 nm 領域）のみが反応に関わるため、たとえば
アンペロメトリ測定（定電位での電流測定）において、感度を落とさずに測定系を小型化することができ
る。また、電気化学分析は外部電源と電気回路、ならびに３つの電極よりなる極めてシンプルな構成で
あり、小型装置が安価に作製できるため、上述したバイオセンサや高速液体クロマトグラフィーの検出器
に好適である 5。一方で、生体分子を電気化学分析するにはいくつかのハードルを越える必要がある。
例えば、生体分子として重要な疾患診断パラメータとなる糖分子は電気化学活性が極めて低い。同様
に、タンパク質は疾患診断や薬物の安全性試験で最も重要な分子であるが、電気化学分析はこのよう
な巨大分子の検出には不向きである。このひとつの原因として、タンパク質の電気化学活性部位と電極
表面の間の距離が遠くなる場合が挙げられる。したがって、電気化学をベースとした生体分子検出は、
質量分析や光分析に比べ極めて限られているのが現状である。 
 
1-3. 電気化学分析へのナノ材料の利用 
近年、ナノオーダーの構造を有する金属・カーボンナノ材料が示すユニークな電気化学特性に注目が
集まっており、その作製法の研究、ならびに電気化学分析や燃料電池への応用研究が盛んに行われ
ている。金属ナノ粒子はバルク金属にはみられない電子状態を示し、その結果新規な触媒作用が生じ
ることが久保らによる理論研究により明らかになっている 6。たとえば冨永らは、金を 2 nm 以下の金ナノ
粒子にすることで、グルコース酸化物中間体による被毒耐性が向上することを報告している 7。また、白
金ナノ粒子が示す溶存酸素還元電流への高い電極触媒活性や、粒子の広い比表面積を利用して、燃
料電池のアノード極およびカソード極材料として応用されている。そのほか、金ナノ粒子を用いた有害
金属イオンの電気化学分析にも用いられている 8。たとえば、環境ヒ素イオンの電気化学検出に金ナノ
粒子を用いることで、金バルク電極に比べて検出限界を 1 桁以上向上できることが Kato らにより報告さ
れている 9。そのほか、タンパク質などの生体分子は金属ナノ粒子やグラフェン、カーボンナノチューブ
などと同次元のサイズであるため、互いに親和性を示すことが報告されている 10。たとえば、酵素のレド
ックス中心に金ナノ粒子、グラフェンあるいはカーボンナノチューブなどのナノ構造体がアクセスすること
により、酵素反応を電位駆動できることが知られており 11、酵素を電極材料として用いたセンサ 11 やバイ
オ燃料電池の開発 12-13 などに利用されている。 
 
1-4. 本論文の目的と構成 
 本研究では、電極材料のナノ構造を積極的に活用することで、難検出性の物質を電気化学的に高
感度検出することを目的としている。論文の構成を大きく２つの章に分けた。 
第２章では、ナノ構造電極と酵素間の“直接電子移動（DET）”現象を利用し、極めてシンプルかつ測
定安定性の高い酵素バイオセンサの構築について研究した。２章１節では、市販されている 100 nm 四
方のグラフェンをグラッシーカーボン上に滴下乾燥するのみで、ビリルビンオキシダーゼ(BOD)への直
接電子移動(DET)に好適なナノ構造電極を構築できることを見出した。低い検出限界を有する酵素セ
ンサを構築する際、シグナルノイズ(S/N)比を考慮する必要がある。グラフェンは BOD への DET を促進
することが知られたナノカーボン材料の一つである。しかし、DET 型 BOD 修飾電極のほとんどがバイオ
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燃料電池に関する報告であることを背景に、これまでBODの大量担持のみが考慮された材料設計がな
されてきた。そこで本研究では、BOD 由来のシグナル電流と、ノイズの指標となるキャパシタンス電流の
双方を最適化するために、グラフェン修飾法について検討した。 
２章２節では、薬物代謝反応を触媒するシトクロム P450（CYP）酵素活性を電気化学検出するマイクロ
流路型薬物代謝センサを開発した。CYP は BOD に比べてサイズが大きい酵素であり、酵素の活性中
心がタンパク殻の奥深くに埋め込まれているため、DET は困難であった。吉岡らは、市販の多結晶 ITO
電極が CYP への DET に適した表面ナノ凹凸と表面負電荷を有しており、簡便な物理吸着法（ドロップ
キャスト）のみで、高効率な DET による薬物代謝センシングが可能であることを見出していた 14。しかし、
電極表面が親水性であるため CYP がはがれやすく、測定安定性が低いことが問題となっていた。そこ
で本研究では、酵素が脱離し易いことを逆手にとり、CYP 分散溶液を用いた吸着平衡状態での測定を
マイクロ流路内で行うことで、高価な CYP の使用を抑え、かつ比較的長い時間安定に作動する薬物代
謝のリアルタイムモニタリングを試みた。微小な薬物代謝電流を取り出すために、差分測定に適したマイ
クロ流体デバイスを構築し、そのマイクロ流路の構造や送液方法について詳しく検討した。 
第３章では、アンペロメトリ(定電位)測定を可能とする、極めて高活性なニッケル銅(Ni-Cu)合金ナノ粒
子埋め込みカーボン薄膜電極の開発を行い、消化器官の粘膜透過性を可能とする微量の糖類混合物
の分離定量に応用した。消化器官の粘膜透過性は、種々の糖類試薬の経口摂取し、数時間後に代謝
されずに尿中に排泄された糖濃度を調べることで評価可能である。これまで尿中の糖検出には、HPLC
と金電極を組み合わせた電気化学的な酸化検出法が用いられてきた。しかし、金電極は糖酸化物によ
り深刻な電極汚染を受けるため、電極の洗浄と再生を目的としたパルス電位を連続的に印加する必要
があった（パルスアンペロメトリ法）。パルスアンペロメトリ法は、パルス電位印加により生じた充電電流が
減衰したポイントで電流をサンプリングするため、糖酸化由来の電流値も幾分か減衰してしまい、結果と
して検出限界が悪い。本研究では、開発した Ni-Cu 合金ナノ粒子埋め込みカーボン薄膜電極が、糖類
の酸化生成物や尿成分よる電極汚染に高い耐性を示すため、より高感度なアンペロメトリ測定を実現可
能であることを見出した。その際、糖類検出に対する S/N 比を最適化するために、合金組成やナノ粒子
埋め込み量といった電極のナノ構造を制御し、電極活性との関連について詳しく検討した。 
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第二章 直接電子移動 (DET)型酵素バイオセンサに関する研究 
2-1. 背景 
酵素は基質特異性と触媒活性を有する生命維持に欠かせない物質である。1962 年にクラークらによ
り世界で初めてバイオセンサの概念が提唱されて以降 2、様々な酵素がバイオセンサに応用展開され、
ぞの構造も進化してきた。図 1 の様に、これまでに開発されてきた酵素センサは、三世代に分類される。 
 
 
Updike および Hicks らは、グルコースオキシダーゼ(GOD)をバイオ素子とした酵素センサを世界で初
めて開発した（図 2）1。ゼラチン中にグルコースオキシダーゼが分散した膜を、プラスチック膜越しに酸
素電極上に配置し、酵素反応により消費される溶存酸素（O2）濃度を酸素電極で検出、もしくは生じる
H2O2 を白金電極で酸化検出する方式である。 
 
グルコース + GODox → グルコノラクトン + 
GODred 
GODred + O2 + 2H2O → GODox + 2H2O2 
 
しかしながら第一世代のバイオセンサの感度は、
サンプル溶液中の O2 濃度に強く依存し、これらは温
度による変化を受けやすい。また、白金電極上での
H2O2 の酸化反応には高電位印加を必要とする
（+0.68V vs. Ag/AgCl）。この電位では、体液中に含
まれるアスコルビン酸や尿酸、グルタチオンなども酸
化されるため、選択性に課題があった。 
GOD を用いたバイオセンサにおいて、O2 は GOD の活性中心であるフラビンを還元体から酸化体に
戻す役割を有している。この O2 の役割を、他のレドックス種（フェリシアニド、フェロセン等）のメディエー
タで置き換えたセンサが Ianniello らにより報告され 3、第二世代の酵素バイオセンサとして分類されてい
る 4。このセンサは、電極と酵素間の電子授受を仲介するメディエータと呼ばれる分子を用いることで酵
素反応を駆動し、消費されたメディエータを電極で再生する際に流れる電流値から酵素反応速度を評
価する。O2 が関与しないメカニズムのため、温度による影響を受けにくく、過酸化水素の検出に比べて
より低電位（メディエータのレドックス電位）印加にてセンサを駆動することが可能となる。一方で、第二
図 1 各世代の酵素バイオセンサの検出メカニズム 
図 2 世界で初めて開発されたバイオセンサ 1 
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世代バイオセンサには、酵素固定やメディエータを電極近傍に保持するための膜が必要であり、これが
分子拡散を阻害するため、センサ応答時間や検出限界に向上の余地が残されていると考えられる。 
このような背景から、近年では電極-酵素間の直接電子移動(DET)に基づく第三世代の酵素バイオセ
ンサが盛んに研究開発されている。電極から酵素への電子移動速度は、メディエータ拡散速度に比べ
て極めて大きいため、早い応答が可能になるほか、検出限界の向上が期待される。さらに、酵素センサ
の構造がより単純になることにより、測定系の微小化、集積化、ならびに小型装置化が容易になる。一
方、電極-酵素間の DET には、酵素の活性中心と電極の距離が電子授受可能な距離（電気二重層内）
まで近接する必要があるため、電極表面での酵素の配向が極めて重要となる。そのため、電極表面を
有機化合物やポリマーで修飾することによる配向制御および酵素の安定化が行われてきた 5。一方で、
DET を促進するためのナノ構造電極の開発も積極的に行われており 6、酵素の大量担持およびレドック
ス中心とナノ構造電極表面の近接効果（ワイヤー効果）による DET 促進が報告されている 7。 
本章では、２種の酵素（①ビリルビンオキシダーゼ: BOD, ②シトクロム P450 3A4: CYP3A4）への
DET 促進を目的としたナノ構造電極の研究について述べる。本研究の特徴は、フォトリソグラフィーや
有機修飾など複雑なプロセスを必要としない、極めて簡便に作製可能なナノ構造電極を用いた DET 型
酵素バイオセンサを開発した点である。  
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2-2. グラフェンナノ構造のボトムアップ構築によるビリルビンオキシダーゼのDET高
効率化 
2-2-1. 背景 
ビリルビンオキシダーゼ 
ビリルビンオキシダーゼ(BOD)は、マルチ銅酵
素の一種であり、ビリルビン 8 や酸素検出 9 のほか
バイオ燃料電池のカソード極（溶存酸素還元触媒）
10 としての応用がなされている。図 3 に BOD の構
造を示す。BOD 内部には光学的および磁気的性
質により 3 種類に分類された４個の銅原子が組み
込まれており、それぞれ Type 1 (T1), Type 2 (T2) 
および Type 3(T3) の Cu が 1:1:2 の割合で含まれ
ている。T1 Cu は基質(ビリルビン)の酸化を担う部
位であり、ここから得られた電子が T2, T3 Cu に渡
され、O2 の 4 電子還元が進行することで H2O が生
じる 11-12。BOD は、サイズの一辺が 5 nm と小さく
(5x8x14 nm, PDB:2XLL)、酵素表面から活性点
までの距離は 14Åと短いため 13、比較的 DET が
起こり易い酵素であることが知られている。等電点
は 4.1 であり 14、一般に BOD が活性を示す中性条件では、BOD は負電荷に帯電しているため、正電荷
を有する材料(poly-L-lysine など)に吸着しやすいことが報告されている 15。 
BOD の DET 特性に関する先行研究 
BOD への DET 高効率化を目的とした研究は、バイオセンサへの応用 8-9 に比べ、バイオ燃料電池とし
ての応用を視野に入れている場合が多く、そのナノ構造と DET の関連についての知見が豊富に得られ
ている。DET 型バイオ燃料電池はセル構造を単純化することができる点で有利であるが、電極反応に
携わる BOD の絶対量がメディエータ型に比べて少なくなるため、求められる出力を得るためには高効
率な DET と BOD 大量担持法の開発が必要である。辻村らは DET の高効率化に向け、金電極、白金
電極、および炭素電極として代表的なグラッシーカーボン(GC)電極、エッジ面およびベーサル面高配
向熱分解グラファイト (edge-HOPG, basal-HOPG)電極、ならびにプラスチックフォームドカーボン(PFC)
電極上に吸着した BOD の DET 特性を比較した。その結果、カーボン電極上では DET による O2 還元
電流が観測されたが、金属電極上では観測されなかった。また、特にエッジ面の配向率が高い電極ほ
ど、BOD の O2 還元触媒活性が高いことを見出した 16。 
これらの知見をもとに、極めて比表面積の高い微細構造を持つカーボン材料であるカーボンナノチュ
ーブ(CNT) 17-19、カーボンナノファイバー(CNF) 20, グラフェン 21-24、カーボンクライオゲル 25-26 およびそ
れらを混合したハイブリッド材料 27 のほか、トップダウン構築により作製したナノオーダーのとげ状構造を
有するカーボン薄膜電極 28 を足場とした BOD への DET が研究されてきた。なかでもグラフェンは、比
表面積が極めて広く（単層の場合 2,630 m2/g）、CNT に比べてエッジ面が豊富に存在するため、DET
型酵素デバイス構築素子として利用されてきた 29。しかしながら、グラフェンを用いた DET 型 BOD 修飾
電極系の報告は極めて少ない 21, 23-24。Filip らは、グラフェン酸化物(GO)と BOD を GC 電極上に共修飾
したのち、所定の溶液中で負電位（-1,300 mV vs. Ag/AgCl）を印加することで、BOD を失活させずに
GO を電解還元できることを見出し、BOD への DET による O2 還元電流(~46 μA cm-2)を観測した 21。さら
に、一辺の大きさが 200-600 nm の小さな GO を利用することで、O2 還元電流を 2.7 倍大きくなることを見
出した。これは、グラフェン酸化物のエッジに BOD が吸着しやすいカルボキシ基があるためと推測され
図 3 ビリルビンオキシダーゼの分子構造 
PBD: 2XLL 
(TNC: Trinuclear cluster, T2 および T3 サイトの
総称 
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30、グラフェンが小さくなるほどエッジの割合が大きくなるためと考えられる。実際、GO を電解還元してか
ら BOD を修飾した場合は O2 還元電流がほとんど観測されなかったが(2.6 μA cm-2)、これは電解還元に
よりエッジ面のカルボキシ基が消失しているためと考えられる。最近、Bari らは GC 電極上に電着還元し
た GO にアリルジアゾニウム誘導体を修飾し BOD 吸着を促進することで、比較的大きな DET による O2
還元電流を観測した( 1 mA cm-2) 23。 さらなる DET の促進に関しては、金属ナノ粒子やキトサンなどを
グラフェンにハイブリッドさせた系が他酵素で報告されている 29。 
 
本研究の目的 
 上述した DET 高効率化はバイオ燃料電池の高性能化を目的としたアプローチである一方、バイオセ
ンサはより低い検出限界が求められる事が多く、その場合、シグナルノイズ比を考慮した材料設計が極
めて重要となる。加えて、低コスト化の観点から単純な構築プロセスであることが望まれる。そこで本研
究では、極めて簡便なグラフェン修飾法であるドロップキャスト法を用いて、バイオセンサ構築に好適な
グラフェンナノ材料修飾条件を探索した。この際、BOD により得られる触媒電流(O2 還元電流)とキャパ
シタンス電流を相互に考慮し、シグナルノイズ比の高いグラフェン修飾量を検討した。さらに、他のカー
ボン材料を用いて BOD 修飾電極を構築し、グラフェンを用いた電極との比較をおこなった、 
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2-2-2. 実験 
グラフェン溶液の調製 
購入した 0.05 μg μL-1 グラフェン分散溶液 1.0 mL を（PureSheetTM (MONO), ~10,000 nm2, 
Nanointegris Inc.）を遠心濃縮 (21,500×g, 30 min)し、目的濃度(≦5 μg μL-1)に応じて異なる体積の上
澄み液を取り除くことで調製した。 
グラフェン修飾 GC 電極の作製 
GC プレート電極(BAS, Tokyo)の電極面に、直径 2 mm の穴をあけた絶縁性のダイシングテープ
（Denka, Tokyo）を貼り付け、裏側に穴のあいてない同テープを貼り付けることで電極面積を規定した。
電極上に、種々の濃度のグラフェン分散溶液 10 μL を滴下し、室温で乾燥させることでグラフェン修飾
GC 電極を作製した。比較として、カーボンブラック（平均粒径 110 nm, Aquablack001, 東海カーボン）お
よびグラファイトパウダー(平均粒径 3 μm, BAS)を同質量修飾した GC 電極を、同様の方法で作製した。 
グラフェン修飾 GC 電極のナノ構造観察 
作製した電極表面の表面構造を電界放出形走査電子顕微鏡 (FE-SEM)により観察した。 
顕微ラマン分光器（DXR Raman Microscope）によりグラフェン修飾 GC 電極のラマンスペクトルを取得
し、グラフェンのナノ構造に関する情報を取得した。ラマン分光測定結果の比較のため、同条件にてGC
電極、エッジ面配向 HOPG(edge-HOPG)電極 (BAS, Tokyo)、ならびにベーサル面配向 HOPG 
(basal-HOPG)電極(BAS, Tokyo)のラマンスペクトルも取得した。 
グラフェン修飾 GC 電極への BOD 修飾 
BOD (BO “Amano” 3, Amano Enzyme Inc.)を適量秤量し、0.1 M リン酸緩衝液( pH=7.0)に溶解するこ
とで、1 μg μL-1 の BOD 水溶液を調整した。この溶液 10 μL を、作製したグラフェン修飾 GC 電極上に滴
下し、室温・密閉下で 60 min 静置した後、BOD を含まない同緩衝液にて洗浄した。 
 
グラフェン修飾 GC 電極の電気化学特性 
絶縁テープからはみ出た基板を、金薄膜を介してポテンシオスタット(Model CHI760B, CHI 
instruments)に接続し、これを作用電極とした。参照電極は銀塩化銀 (Ag/AgCl)電極(BAS, Tokyo)、対
向電極は白金巻き線(田中貴金属, 東京)とした。 
キャパシタンスは、作製したグラフェン修飾 GC 電極（BOD 修飾無し）を用いて、サイクリックボルタンメト
リー(CV)測定を行うことで算出した。溶液は 1 M 塩化カリウム(KCl)水溶液、走査速度は 10 mV/s, 電
位走査範囲は 0 V からポジティブスキャンして+0.5 V で折り返し、0 V で終了した。キャパシタンスは以
下の式により算出した。 
ܥ ൌ ݅ୟ െ ݅௖2ݒ  
ここで C はキャパシタンス、݅ୟ, ݅௖は 0.25 V vs. Ag/AgCl におけるアノード電流とカソード電流、v は走
査速度である。 
BOD-グラフェン修飾 GC 電極を用いた DET 特性についても、CV 測定により検討した。具体的には、
未脱気のりん酸緩衝液(0.1 M, pH=7.0)に BOD 修飾を浸し、走査速度を 20 mV/s, +0.7 V を初期電位、
0 V を折り返し電位とした CV 測定を行い、BOD が触媒する溶存酸素還元に伴う DET により、電極から
BOD に流れる還元電流を検出した。 
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2-1-3. 結果および考察 
DET に適したグラフェンナノ構造の構築 
NanoIntegris 社のテクニカルデータシートによると、今回用いたグラフェンは面積が 10,000 
nm2、厚みが 2 nm 以下(グラフェンの 95 %が 3 層以下)である。したがって、グラフェン修飾
量が少ないときは、グラフェンのベーサル面が GC 電極面に貼りつくように配向し、修飾量が
多くなるにつれて、多層修飾されたグラフェン間にナノオーダーの隙間ができると考えるのが
自然である。そこで、BOD の DET に適したナノ構造を見つけるため、グラフェン修飾量が
BOD への DET に与える影響を検討した。本系で用いた GC 電極のみかけの面積は 0.0314 cm2
であり、全てのグラフェンが２層であると仮定すると、グラフェンの理論表面積は 658 m2/g
である。したがって、電極を被覆するのに必要なグラフェン量は 4.78 ng と算出される。一方、
修飾に用いたグラフェン水溶液の濃度は 0.05 μg μL-1 から 5μg μL-1 であり、滴下したグラフェ
ン水溶液は 10 μL であるため、最低修飾量は 500 ng である。ドロップキャストしたグラフェ
ンが電極面内に均一分布すると仮定すると、いずれの修飾条件においても GC 電極被覆される
と考えられる。 
図 4(a)は、BOD が触媒した溶存酸素還元電流のグラフェン修飾量依存性を示したサイクリ
ックボルタモグラムである。未修飾の GC 電極(黒点線)では、溶存酸素還元電流がほとんど流
れなかった。これは、GC 電極上では BOD への DET が低効率であることを示している。一方
で、グラフェン濃度が 1 μg μL-1（修飾量 10 μg）以上で、BOD への DET と連動した溶存酸素
の還元電流が観測された。いずれの場合においても、+0.5 V から還元電流の立ち上がりが観察
され、+0.3 V 付近で電流が飽和した。図 4(b)は+0.1 V における還元電流値をグラフェン修飾量
に対してプロットした図である。還元電流値は、グラフェン濃度が 2 μg μL-1 までは指数関数
的に増加し、それ以上の修飾量では飽和した。いずれのグラフェン修飾量においても BOD 修
飾量は一定 (1μg μL-1)であることから、修飾量が 2μg μL-1 以上では、ほぼ全ての BOD が触媒
反応に寄与していると考えられ、BOD 修飾 GC 電極と比較して 74 倍の触媒電流が生じた。こ
の結果から、グラフェン修飾量を制御することで、BOD のレドックス中心と電極が近接する
ようにナノ構造を最適化できることがわかった。つまり、グラフェン修飾量が 2μg μL-1 のとき、
図 4 (a) BOD への DET 効率の評価を目的としたサイクリックボルタンメトリー測定結果のグラフ
ェン濃度依存性。グラフェン溶液滴下量, 10 μL; BOD 修飾はいずれの方法でも同様; 走査速度: 20 
mV s-1. (b) 溶存酸素還元電流値（@ +0.1 V vs. Ag/AgCl）のグラフェン濃度依存性。 
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グラフェンが折り重なることでグラフェンのエッジ面が垂直配向したと考えられる 31。それに
より、折り重なるグラフェンの隙間に形成されたナノスペースに BOD が入り込むことで、DET
が高効率化されたと考えられる。また、エッジ面がレドックス中心に侵入する形で近接するワ
イヤー効果も、DET 高効率化に寄与していると予想される 7。今回の研究目的は低ノイズかつ
高効率 DET の両方を実現することであり、過剰なグラフェン修飾はキャパシタンスの増加を
引き起こす。実際、グラフェン濃度が 2 μg μL-1 のとき、キャパシタンスは GC 電極の 2 倍程
度（36.5 μF cm-2）である一方、5 μg μL-1 のときは 119 倍（2110 μF cm-2）に急増した。したが
って、修飾に用いるグラフェン濃度は 2 μg μL-1 が最適と考えられる。以降の実験では、この
条件で修飾したグラフェン修飾ナノ構造電極 を用いて行った。以降、この電極を 2 Gr/GC 電
極と表記する。 
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ナノ構造評価 
図 5 は(a) GC 電極と(b)2Gr/GC 電極の FE-SEM 像である。GC 電極は極めてスムースな表面イメー
ジが得られた。一方で、2Gr/GC 電極の表面形状は極めて粗い。その表面には径が 1 μm以下の物質が
細かく分散しているのが分かる。Nanointegris 社から示されている AFM データによると、グラフェンの面
積は 10,000 nm2 であることから、この細かい分散物にはグラフェンが含まれていると考えられる。しかし
ながら、グラフェン溶液にはグラフェン分散のためのイオン性の界面活性剤が含まれており、この凝集物
が観察されている可能性も考えられる。このイオン性界面活性剤の構造情報はテクニカルレポートに与
えられていないが、レポート内での引用文献では、グラフェン分散剤として陰イオン性界面活性剤であ
る Sodium Cholate が用いられているため 32、おそらくこのグラフェン分散溶液でも同等あるいは類似の
化合物が用いられていると考えられる。また、FE-SEM 像には径が 10 μm 以上の構造体がまばらに観察
された。これらの形状的特徴から、恐らく大きなサイズのグラフェン片と考えられる。この大きなグラフェン
片が元々混入したものか、保存中、遠心分離あるいは修飾プロセスで生じたものかは不明である。さら
に広域で取得した FE-SEM 像から巨大なグラフェン片の混入割合は小さいことから(データ未載)、DET
効率への影響は無視できると考えられる。 
 
  
図 5 FE-SEM 像: (a) 未修飾 GC 電極、(b) 2 Gr/GC 電極; 加速電圧: 5.0 kV 
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図 6 は GC、edge-HOPG、basal-HOPG ならびに 2Gr/GC 電極のラマンスペクトルである。グラフェンの
ラマンスペクトルでは~1350, ~1580 および~2700 cm-1 の位置に３つの明瞭なピークが現れることが知ら
れており、それぞれ D, G, 2D バンドと呼ばれる 33。GC 電極はグラフェンと同様、これら３つのピークが観
察されており、既報と同じ結果である 34。したがって、2Gr/GC 電極はグラフェンだけでなく下地の GC 由
来のラマンスペクトルが重畳した結果が得られており、グラフェンのみのキャラクタリゼーションが困難で
ある。それにもかかわらず、グラフェン修飾前後で G バンドのシャープ化ならびに D バンドに対する相対
強度の増加が観察された。G バンドのピークはカーボンの sp2 結合の面内振動に相当することから、この
結果は GC 電極上のグラフェンの存在を意味している。さらに、2D バンドはグラフェン層数と関連がある
ことが知られており、層数が多いほどより大きな波数にブルーシフトすることが知られている 33。Graf らは、
本研究同様 532 nm のレーザーをプローブとして用いたとき、単層グラフェンの 2D ピークの位置が
2678.8 ±1.0 cm-1 であり、層数が増えると basal-HOPG の 2D バンドの波数までブルーシフトすることを
示した 35。本研究においても、2Gr/GC 電極の 2D バンドの波数は 2676 cm-1 であり、各 HOPG 電極より
も低い値であることを確認した。以上の結果はグラフェン層が５層以下であることを示しており、これは
NanoIntegris 社より提供されているテクニカルレポート内の記述と一致している。 
 
  
図 6 各カーボン材料のラマンスペクトル測定結果 
上から順に GC 電極、edge-HOPG 電極、basal-HOPG 電極、および 2Gr/GC 電極 
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他のカーボン材料修飾電極との DET 特性比較 
グラフェンが BOD に対して示す DET 特性を特徴づけるため、他の微細な粒径を有するカーボン材
料を同質量修飾した GC 電極の DET 電流とキャパシタンス（ノイズの指標）について検討した。図 7 は各
カーボン材料修飾 GC 電極での DET による BOD 触媒電流（溶存酸素還元電流）を黒棒、それぞれの
キャパシタンスを白棒で示したグラフである。前述の通り、2Gr/GC 電極では GC 電極に比べて DET によ
る触媒電流を 74 倍促進された。一方で、カーボンブラック（CB, 平均粒径 110 nm）、ならびにグラファイ
トパウダー（GP, 平均粒径 3 μm）を修飾した GC 電極では、それぞれ GC 電極の 223, 69 倍の触媒電
流が得られ、これはグラフェン修飾時と同等あるいはそれ以上の DET 促進効果があることがわかった。
一方で、キャパシタンスに着目すると、グラフェンでは GC 電極の 2 倍程度の増加で済んでいるが、GP
および CB 電極ではそれぞれ 115, 42 倍増加している。以上より、キャパシタンスを抑制しつつ DET を
高効率化できるのはグラフェン修飾のみであることが示された。このことは、低い検出限界を達成する必
要があるバイオセンサの構築素子として、グラフェンが極めて有用であることを示唆している。 
 
 
 
  
図 7 微細構造を有するカーボン材料修飾 GC 電極上における電極特性:（黒棒）BOD による触媒
電流（溶存酸素還元電流値、CV 測定より図 4 と同様に算出）; (白棒) 各電極のキャパシタンス 
(BOD 未修飾時)。左から順に GC 電極、2Gr/GC 電極、カーボンブラック(110 nm)修飾 GC 電極、
およびグラファイトパウダー(~3 μm) 修飾 GC 電極。カーボン材料は、グラフェン修飾同様、全
て濃度 2 μg/μL を 10 μL 滴下することによるドロップキャスト法により作製。 
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2-2-4. 結論 
本研究では、極めて単純なグラフェンのドロップキャスト法により、BOD の DET に適したナノ構造を
GC 電極上に構築できることを見出した。グラフェン修飾量の制御により、キャパシタンスを抑制しつつ
DET を高効率化することが可能である点で微細構造を有する他のマイクロ・ナノカーボン材料とは異な
り、低い検出限界が求められるバイオセンサの素子としてグラフェンが有用であることを示した。また、本
研究で開発したグラフェン修飾電極は、他酵素の DET 高効率化にも貢献できると考えられる。例えば第
２章２節で述べるシトクロム P450 を用いた薬物代謝センシングにも応用可能であると考えられる。 
 
2-2-5. 参考文献 
1. Updike, S. J.; Hicks, G. P., ENZYME ELECTRODE. Nature 1967, 214 (5092), 986-988. 
2. Clark, L. C.; Lyons, C., ELECTRODE SYSTEMS FOR CONTINUOUS MONITORING IN 
CARDIOVASCULAR SURGERY. Ann.NY Acad.Sci. 1962, 102 (1), 29-45. 
3. Ianniello, R. M.; Lindsay, T. J.; Yacynych, A. M., IMMOBILIZED XANTHINE-OXIDASE 
CHEMICALLY MODIFIED ELECTRODE AS A DUAL ANALYTICAL SENSOR. Anal. Chem. 1982, 
54 (12), 1980-1984. 
4. Chaubey, A.; Malhotra, B. D., Mediated biosensors. Biosens. Bioelectron. 2002, 17 (6-7), 
441-456. 
5. Schneider, E.; Clark, D. S., Cytochrome P450 (CYP) enzymes and the development of CYP 
biosensors. Biosens. Bioelectron. 2013, 39 (1), 1-13. 
6. Kumar, S.; Ahlawat, W.; Kumar, R.; Dilbaghi, N., Graphene, carbon nanotubes, zinc oxide and 
gold as elite nanomaterials for fabrication of biosensors for healthcare. Biosens. Bioelectron. 2015, 70, 
498-503. 
7. Pumera, M.; Ambrosi, A.; Bonanni, A.; Chng, E. L. K.; Poh, H. L., Graphene for 
electrochemical sensing and biosensing. Trac-Trends Anal. Chem. 2010, 29 (9), 954-965. 
8. Feng, Q. L.; Du, Y. L.; Zhang, C.; Zheng, Z. X.; Hu, F. D.; Wang, Z. H.; Wang, C. M., 
Synthesis of the multi-walled carbon nanotubes-COOH/graphene/gold nanoparticles nanocomposite for 
simple determination of Bilirubin in human blood serum. Sens. Actuator B-Chem. 2013, 185, 337-344. 
9. Pita, M.; Gutierrez-Sanchez, C.; Toscano, M. D.; Shleev, S.; De Lacey, A. L., Oxygen 
biosensor based on bilirubin oxidase immobilized on a nanostructured gold electrode. Bioelectrochemistry 
2013, 94, 69-74. 
10. Sakai, H.; Nakagawa, T.; Tokita, Y.; Hatazawa, T.; Ikeda, T.; Tsujimura, S.; Kano, K., A 
high-power glucose/oxygen biofuel cell operating under quiescent conditions. Energy Environ. Sci. 2009, 
2 (1), 133-138. 
11. Solomon, E. I.; Sundaram, U. M.; Machonkin, T. E., Multicopper oxidases and oxygenases. 
Chem. Rev. 1996, 96 (7), 2563-2605. 
12. Shleev, S.; Tkac, J.; Christenson, A.; Ruzgas, T.; Yaropolov, A. I.; Whittaker, J. W.; Gorton, L., 
Direct electron transfer between copper-containing proteins and electrodes. Biosens. Bioelectron. 2005, 
20 (12), 2517-2554. 
13. Cracknell, J. A.; McNamara, T. P.; Lowe, E. D.; Blanford, C. F., Bilirubin oxidase from 
Myrothecium verrucaria: X-ray determination of the complete crystal structure and a rational surface 
modification for enhanced electrocatalytic O-2 reduction. Dalton Trans. 2011, 40 (25), 6668-6675. 
14. Tanaka, N.; Murao, S., PURIFICATION AND SOME PROPERTIES OF BILIRUBIN 
OXIDASE OF MYROTHECIUM-VERRUCARIA MT-1. Agricultural and Biological Chemistry 1982, 
46 (10), 2499-2503. 
- 16 - 
 
15. Tsujimura, S.; Kano, K.; Ikeda, T., Bilirubin oxidase in multiple layers catalyzes four-electron 
reduction of dioxygen to water without redox mediators. J. Electroanal. Chem. 2005, 576 (1), 113-120. 
16. Tsujimura, S.; Nakagawa, T.; Kano, K.; Ikeda, T., Kinetic study of direct bioelectrocatalysis of 
dioxygen reduction with bilirubin oxidase at carbon electrodes. Electrochemistry 2004, 72 (6), 437-439. 
17. Katz, E.; Willner, I., Biomolecule-functionalized carbon nanotubes: Applications in 
nanobioelectronics. Chemphyschem 2004, 5 (8), 1085-1104. 
18. Weigel, M. C.; Tritscher, E.; Lisdat, F., Direct electrochemical conversion of bilirubin oxidase 
at carbon nanotube-modified glassy carbon electrodes. Electrochem. Commun. 2007, 9 (4), 689-693. 
19. So, K.; Onizuka, M.; Komukai, T.; Kitazumi, Y.; Shirai, O.; Kano, K., Significance of the 
Length of Carbon Nanotubes on the Bioelectrocatalytic Activity of Bilirubin Oxidase for Dioxygen 
Reduction. Electrochim. Acta 2016, 192, 133-138. 
20. Xue, Q.; Kato, D.; Kamata, T.; Guo, Q. H.; You, T. Y.; Niwa, O., Improved Direct 
Electrochemistry for Proteins Adsorbed on a UV/Ozone-Treated Carbon Nanofiber Electrode. Anal. Sci. 
2013, 29 (6), 611-618. 
21. Filip, J.; Tkac, J., Effective bioelectrocatalysis of bilirubin oxidase on electrochemically 
reduced graphene oxide. Electrochem. Commun. 2014, 49, 70-74. 
22. Shiba, S.; Inoue, J.; Kato, D.; Yoshioka, K.; Niwa, O., Graphene Modified Electrode for the 
Direct Electron Transfer of Bilirubin Oxidase. Electrochemistry 2015, 83 (5), 332-334. 
23. Di Bari, C.; Goni-Urtiaga, A.; Pita, M.; Shleev, S.; Toscano, M. D.; Sainz, R.; De Lacey, A. L., 
Fabrication of high surface area graphene electrodes with high performance towards enzymatic oxygen 
reduction. Electrochim. Acta 2016, 191, 500-509. 
24. Filip, J.; Andicsova-Eckstein, A.; Vikartovska, A.; Tkac, J., Immobilization of bilirubin oxidase 
on graphene oxide flakes with different negative charge density for oxygen reduction. The effect of GO 
charge density on enzyme coverage, electron transfer rate and current density. Biosens. Bioelectron. 2017, 
89, 384-389. 
25. Tsujimura, S.; Suraniti, E.; Durand, F.; Mano, N., Oxygen reduction reactions of the 
thermostable bilirubin oxidase from Bacillus pumilus on mesoporous carbon-cryogel electrodes. 
Electrochim. Acta 2014, 117, 263-267. 
26. Funabashi, H.; Takeuchi, S.; Tsujimura, S., Hierarchical meso/macro-porous carbon fabricated 
from dual MgO templates for direct electron transfer enzymatic electrodes. Sci. Rep-UK 2017, 7, 9. 
27. Navaee, A.; Salimi, A.; Jafari, F., Electrochemical Pretreatment of Amino-Carbon Nanotubes 
on Graphene Support as a Novel Platform for Bilirubin Oxidase with Improved Bioelectrocatalytic 
Activity towards Oxygen Reduction. Chem-Eur. J. 2015, 21 (13), 4949-4953. 
28. Ueda, A.; Kato, D.; Kurita, R.; Kamata, T.; Inokuchi, H.; Umemura, S.; Hirono, S.; Niwa, O., 
Efficient Direct Electron Transfer with Enzyme on a Nanostructured Carbon Film Fabricated with a 
Maskless Top-Down UV/Ozone Process. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133 (13), 4840-4846. 
29. Shao, Y. Y.; Wang, J.; Wu, H.; Liu, J.; Aksay, I. A.; Lin, Y. H., Graphene Based Electrochemical 
Sensors and Biosensors: A Review. Electroanalysis 2010, 22 (10), 1027-1036. 
30. dos Santos, L.; Climent, V.; Blanford, C. F.; Armstrong, F. A., Mechanistic studies of the 'blue' 
Cu enzyme, bilirubin oxidase, as a highly efficient electrocatalyst for the oxygen reduction reaction. Phys. 
Chem. Chem. Phys. 2010, 12 (42), 13962-13974. 
31. Goh, M. S.; Pumera, M., Multilayer graphene nanoribbons exhibit larger capacitance than their 
few-layer and single-layer graphene counterparts. Electrochem. Commun. 2010, 12 (10), 1375-1377. 
32. Green, A. A.; Hersam, M. C., Solution Phase Production of Graphene with Controlled 
Thickness via Density Differentiation. Nano Lett. 2009, 9 (12), 4031-4036. 
- 17 - 
 
33. Ferrari, A. C.; Robertson, J., Interpretation of Raman spectra of disordered and amorphous 
carbon. Phys. Rev. B 2000, 61 (20), 14095-14107. 
34. Soukup, L.; Gregora, I.; Jastrabik, L.; Konakova, A., RAMAN-SPECTRA AND 
ELECTRICAL-CONDUCTIVITY OF GLASSY-CARBON. Mater. Sci. Eng. B-Solid State Mater. Adv. 
Technol. 1992, 11 (1-4), 355-357. 
35. Graf, D.; Molitor, F.; Ensslin, K.; Stampfer, C.; Jungen, A.; Hierold, C.; Wirtz, L., Spatially 
resolved raman spectroscopy of single- and few-layer graphene. Nano Lett. 2007, 7 (2), 238-242. 
 
  
- 18 - 
 
 
- 19 - 
 
2-3. 表面ナノ凹凸を利用した薬物代謝バイオセンサの開発 
2-3-1. 背景 
シトクロム P450 
シトクロム P450 (CYP)とは、薬物や脂質化合物など約 75 %の外来性異物の酸化（水溶化・排泄）に
関わる酵素群の総称であり、しばしば薬物代謝酵素と呼ばれる 1。ヒトには約 57種のアイソザイムが脂質
膜に埋め込まれた状態で全身に存在し、その 1/3は肝臓に存在する。実際に薬物代謝に関わる酵素だ
けでも約 20種類が知られている。すべての CYPは共通祖先の遺伝子から進化した遺伝子スーパーフ
ァミリーを形成し、アミノ酸配列の相同性が 40 %を超えるものはファミリー、55 %を超えるものはサブファ
ミリーに分類される。 
CYP分子種はヘム構造を有しており、このヘム鉄の還元により代謝反応が誘起されるため、しばしば
活性中心あるいはレドックス中心と呼ばれる。CYP と同じく脂質膜に結合したシトクロム P450 レダクター
ゼ(CPR)とシトクロム bの仲介で、還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸（NADPH）により電
子が供給され、活性化される。CYPの基質特異性は比較的低く、薬物の約 95％が 5種の CYP分子種
(CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4)の働きにより代謝されることが知られている 2。 
薬物相互作用によるシトクロム P450 阻害 
体内での薬物代謝において、他の薬剤や食品との飲み合わせによって、本来の薬物代謝効率が変
化する事例が知られている 3。こうした薬物相互作用による副作用の多くは CYP阻害を原因として発生
するため、現在の医薬品開発では新規化合物について早い段階で CYP阻害性を評価する必要がある。
薬物相互作用の有名な例として、抗ウイルス薬ソリブジンと抗がん剤である 5-FU との併用により、多数
の死者を出したソリブジン事件があげられる。これは、シトクロム P450 (CYP)による 5-FUの代謝がソリブ
ジンにより阻害され、5-FUの血中濃度が増加したことに起因する。こうした CYP阻害に基づく薬物代謝
動態の予測は、類似化合物や多数の食物成分との組み合わせについて、幾通りも行う必要があり、創
薬にかかる時間と費用が肥大化する一因となっている。さらに、近年ヒト CYP遺伝子の一塩基多型
（SNPs）が、その薬物代謝活性や産生量に影響を与えることが明らかになってきており 3、テーラーメイド
医療において、各 CYP分子種の天然型および SNP型の薬物代謝反応を理解することは極めて大きな
意義がある。したがって、CYP活性の評価は、産業面のみならず研究面においても、非常に重要であ
る。 
 
現状の CYP 活性評価法 
CYP活性評価は、各臨床フェーズによりインビトロおよびインビボの両方で行われる。初期段階のスク
リーニングで行われる CYP活性評価は、ヒト肝ミクロソーム、リコンビナント CYP酵素ならびにヒト肝細胞
などを用いたインビトロでの薬物代謝反応の計測である。具体的には、CYPとその酵素活性化試薬であ
る NADPH, NADPH再生に必要な NADPH リダクターゼを混合し、CYP を活性化・反応させることで薬
物代謝反応を促進し、基質および阻害物の代謝物を定量する(図 8)。歴史的に、生成した代謝混合物
を液体クロマトグラフィー(LC)システムにより分離し、吸光あるいは蛍光検出が用いられてきたが、近年
では、液体クロマトグラフィーの検出装置として質量分析装置を直列に接続した LC-MS/MSシステムが
よく用いられ、特異性や感度、さらに操作性の点で優れた効果を発揮している。LC-MS/MSでは代謝物
定量だけでなく、分子構造の知見も得られ、毒性試験につなげられる利点がある。しかしながら、
NADPHやその再生試薬は保存安定性が悪いうえに高価であり、分析装置の初期費用や維持費がかさ
むなど、コスト面で課題がある。さらに、一つの新規化合物や薬物相互作用を引き起こす可能性のある
既存薬や食品成分のすべてに対して、複数の CYP分子種活性を検討する必要があるのに対し、この
方法では一つの分析装置で多数の組み合わせを一括測定できないため、煩雑なセットアップや実験を
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膨大な回数繰り返す必要があるなど、スループットの面でも問題がある。したがって、より安価かつ迅速
な CYP阻害活性評価法の開発は、コストおよび所要時間の大幅な削減につながることから、産業的価
値が高いと考えられる。 
 
 
電気化学的 CYP 活性評価法 
電極-CYP間の直接電子移動(DET)を利用した CYP活性評価法は、その簡便性、迅速性ならびにコ
ストについて、前節で述べた課題を解決する可能性があるため、近年注目を集めている。開発するCYP
バイオセンサによる薬物代謝評価法のコンセプトを図 9に示す。本系では、電極を用いて CYP活性中
心へ直接電子を供給するため、コストおよび保存安定性に問題のある NADPHやその活性化試薬を必
要としない。CYPへの電子供給により薬物代謝反応が誘起されると、供給した電子が消費されるため、
流れる電流値から薬剤代謝反応速度をリアルタイムで計測可能である。さらに、リソグラフィー技術を組
み合わせることで、電極の微小化や集積化、測定系のマイクロ流路化も容易である。一方で、電気化学
測定系のみでは代謝物の構造解析は困難であり、MS と組み合わせた測定系が必要である。したがっ
て、当該測定法は初期段階の大量の試料の一次スクリーニングに適している。 
 
 
図 9 電気化学法による CYP 活性評価法 
図 8 現在の CYP 活性評価法 
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精製シトクロム P450 を用いたバイオセンサ 
CYPはサイズが大きく(8 nm×10 nm×13 nm; PDB: 413Q)、活性中心がタンパク質の殻に埋め込まれ
た構造であるため、電極から CYP活性中心への DET は困難である。DET の実現のためには、電極上
におけるCYPの配向や安定性を高める必要があり、これまでに多くの研究者が効率的なDETを実現す
べく電極材料に関する研究を進めてきた。これまでに、DET のさらなる効率化および CYPの安定化を
目的とし、電極表面修飾に焦点があてられてきた。図 10に電極表面修飾のストラテジーを示す 1。それ
ぞれ、(A)酵素吸着法、(B)ポリイオンコンプレックス中に酵素を包含することにより酵素失活が防げること
が知られている。 
未修飾の電極への CYP吸着により DET を実現した例がいくつか報告されている(図 10(A))。CYP と
電極間のDETは、1996年にHillらによってはじめて報告された 4。Hillらは、エッジ面高配向熱分解黒
鉛(HOPG-edge)電極上で、精製したCYP101に低温(6 ℃)かつ脱気条件下で、CYP101のDETを初め
て実現した。その後、カーボンや金などの未修飾電極を用いた CYP との DETがいくつか報告された 5-6。
こうした研究を通じて、効率的な DET には酵素の吸着配向が重要なことがわかってきた。Hill らのグル
ープは、CYP101表面に存在するシステイン残基のうち、ヘム構造近傍に存在するシステイン残基
(Cys-334)以外の４つのシステイン(Cyt-58,85,136,148)を化学的に不活性なアラニンに置換することで、
CYP101 を金電極表面にヘム構造が近接するように配向吸着させ、金電極で DET を発現することに初
めて成功した 7。さらに、Fleming らは CYP199A2 を熱分解黒鉛電極上に吸着させることで効率的な
DETを実現した 6。Fleming らは、CYPのヘム構造付近のアミノ酸の正電荷群がグラファイト上の欠陥部
分の負電荷と静電相互作用することで、ヘム構造と電極表面が近接し、効率的な DET を発現したと述
べている。しかしながら、以上に述べた未修飾電極上での薬物代謝反応は確認できていない。さらに、
こうした未修飾電極上では、CYPの失活およびそれらによる電極汚染が生じやすいことが知られてい
る。 
CYPの失活を抑制する方法として、電極上に脂質化合物を修飾する方法がある（図 10(C)）。CYPは
生体内において脂質膜に結合した形で存在するため、電極を適切な界面活性剤やリン脂質などで修
飾することで、電極上における CYPの構造をより自然状態に近づけることができる。Ruslingのグループ
は 1997年に、ベーサル面配向熱分解グラファイト(PG)電極に、リン脂質である
Dimyristoyl-L-α-phosphatidylcholine (DMPC)や、界面活性剤である Didodecyldimethylammonium 
図 10 (A)未修飾電極への CYP 吸着；(B)ポリイオンコンプレックスによる CYP の包含； (C)脂質や
界面活性剤と CYP の共吸着； (D)金電極上での自己組織化を利用した CYP 固定化；(E)荷電性ポリ
マーと CYP の交互積層による固定化(layer-by-layer)； (F) CYP-電極間の共有結合による固定化 
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bromide (DDAB)を CYPcamと共吸着させることで、可逆的なDETを初めて実現した 8。Flemingらはエッ
ジ面配向 PG電極に DDAB を修飾することで、CYPBM3のレドックス特性を検討することに成功している
9。さらに 2005年には、同構成の電極により、Bernhardt らが CYPの 2Cサブファミリーで初めて DET を
実現することに成功した 10。DDABは Br-イオン存在下で脂質二重膜を形成し 11、これらが膜結合型酵
素である CYPに好適な環境であるため、電極上の CYP失活の抑制につながったと考えられる。一方で
修飾安定性に問題があり、溶液の pHや組成、CYP基質である薬剤などが DDABの脂質二重膜構造
に対して影響を与え、ミセルとなり電極から脱離・溶解する可能性がある 9。他の CYP安定化法に、カチ
オン性あるいはアニオン性の高分子膜と CYP を、電極上に交互に積層する Layer-by-layer (LbL)法が
ある（図 10 (E)）。この手法の CYPへの応用は 1998年に Rusling らにより初めて報告されており、ポリア
ニオンとして poly(styrenesulfonate) (：PSS)や、ポリカチオンとして poly(ethylene imine) (：PEI)を、
CYPcam8 とともに、負電荷修飾した金電極上に交互に積層することで、膜厚が数 nmオーダーで制御
された修飾膜を形成し、CYPcamの DETを実現した 12。また同グループは 2003年には、ヒト CYP1A2の
DETおよび薬物代謝活性評価も行っている 13。また同年に、Fuhrらのグループにより、ポリカチオンであ
る poly-(dimethyldiallylammonium chloride) (：PDDA)とCYP3A4の交互積層により、CYP3A4の触媒活
性の長期的な持続と、20分以上の薬物代謝活性評価が実現された 14。以上の報告により、LbL法は、
非常に安定な CYPの包含を実現する方法として有用であると考えられる。一方で、荷電性ポリマーがも
つ電荷や疎水鎖部分の影響により、CYP レドックス電位がポジティブ側にシフトするという問題点があり
12、こうした CYP包含方法が薬物代謝過程に影響を与えている可能性は否定できない。上述の表面修
飾法のほかにも、粘土を用いた表面修飾 15-17、導電性の高分子やカーボン材料による修飾 18-20、金ナノ
粒子等の修飾による表面のナノ構造化 21-23など、様々な方法が報告されている 1-2, 24。 
ミクロソームシトクロム P450 を用いたバイオセンサ 
前節で述べたCYPは、バクテリアなどの細胞中で遺伝子工学的に発現させ、細胞粉砕と遠心分離に
よりミクロソーム画分中に分離し、さらに CYPに付着した細胞膜由来の脂質等を取り除く精製過程をへ
た高純度の試薬である。特に最後の精製過程は、複雑かつ熟練の技術を要するため、市販されている
精製 CYPは非常に高価である。さらに、精製前の CYPに付着している CPRなどのタンパク質が、CYP
活性に大きな影響を与えていることが知られている 25-26。未精製のミクロソーム CYP を電極上に修飾し
DETを実現することはコスト的に有意義であるが、それを利用した薬物代謝センシングはあまり報告され
ていない。Rusling らのグループは、ポリカチオン修飾電極を用いて、ミクロソーム CYP1A2およびミクロ
ソーム CYP3A4中の CPR と CYPへの DETを確認した 27。スチレンの酸化反応が生じていることを確認
したが、その反応速度は遅く、ボルタンメトリーでは検出できなかった。三重らは、benzenethiolateおよび
naphthalenethiolateなどの芳香族化合物を修飾した金電極上にミクロソーム CYP3A4 を吸着させること
で、テストステロンの代謝反応およびケトコナゾールによる阻害反応の検出に成功した 28。さらに三重ら
は p-Aminothiophenol修飾金電極上でミクロソーム CYP2C9を用いることで、tolbutamideの薬物代謝反
応を安定に検出することに成功し、5回連続のボルタンメトリー測定にも耐えうる CYPバイオセンサの構
築に成功した 29。三重らの開発した電極は性能面でもコスト面でも非常に優れており、その他のヒト CYP
への適用拡大が期待される。 
ナノ構造電極を用いた DET 型 CYP3A4 バイオセンサ 
前述の通り、CYPのレドックス中心は絶縁性の脂質膜に深く埋め込まれているため、通常の平坦電極
上ではDETが生じない。一方で、ナノサイズの粗さを有する電極上において、CYPのDETが高効率化
することが知られている。Brown らは SiO2電極上に修飾された Auナノ粒子のサイズにより、cytochrome 
c レドックス中心への電子移動速度が異なることを見出した 30。この報告をもとに、Shumyantseva らは
CYPscc (CYP11A1)を用いた DET 型酵素センサを構築するため、Auナノ粒子 (~12 nm)修飾ロジウム
グラファイト電極を構築し、コレステロール (10-70 μM)のバイオセンシングに成功している 21。三重らは
スパッタ成膜した Au薄膜電極を塩酸水溶液中で処理し、金の溶解と電着を繰り返す(ORC処理)ことで
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電極表面にナノ構造を作り出した 28, 31。ORC処理前後の Au薄膜基板にナフタレンチオールを表面修
飾し、金ナノ構造が CYP3A4へのDETを高効率化することを示した 31。Xueらは、カーボンナノファイバ
ー（CNF）修飾電極を足場とした DET 型薬剤代謝センサを開発した 20。エッジ面に富むカーボンナノフ
ァイバーに UV/O3酸化処理を施し、その表面にカルボニル基を有するナノ構造を導入することで、テス
トステロンによる薬剤代謝および続くケトコナゾールによる阻害反応をセンシングすることに成功した。 
吉岡らは、多結晶インジウム錫酸化物(pcITO)電極が CYP3A4の DET を著しく促進することを見出し、
未修飾電極では初めての薬剤代謝センシングに成功した 32。さらに、これらは精製 CYP3A4およびミク
ロソーム CYP3A4の両方で薬物代謝センシングが可能であった。これらは簡便かつ安価な CYPバイオ
センサの構築という観点できわめて有利である。この結果は、ITO表面が負電荷であり効率的なDETに
好適な吸着配向に加え、pcITO表面のナノレベルの凹凸構造に CYPがはまり込んだことにより、CYP と
電極の接触箇所が増加したためと考えられる。 
一方で、本系を用いた薬剤代謝モニタリングにおいて、測定安定性が極めて低いことがわかった。こ
れは、pcITO電極表面が親水性であり、吸着した CYPが電気化学測定中に脱離することによる。 
本研究の目的 
本研究では、mCYP3A4が ITO電極から容易に脱離することを逆手にとり、mCYP3A4分散溶液を用
いて吸着平衡状態とすることでシグナルの安定化を試みた。その際、pcITO電極の易加工性に着目し、
マイクロ薄層流路内に電極を集積化した流れ系を構築することで測定をハイスループット化すると同時
に高価なmCYP消費量を低減した。平衡状態における電極上のmCYP3A4の吸着量は少なく、得られ
る電流値は小さいと予想される。そこで、図 11に示すように、片側にのみ薬剤や阻害剤を含む様に二
つの流れ（二相流）を形成し、流路内に並列配置した二つの電極を用いて差分測定することで、目的反
応（薬剤代謝・阻害反応）のみを高い精度で検出することを試みた。 
  
図 11 マイクロ流体デバイスを用いた薬物代謝差分測定のコンセプト 
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2-3-2. 実験 
マイクロ流体デバイス作製法 
マイクロ流路はパタン化 pcITO基板とポリジメチルシロキサン(:PDMS, Silpot 184, 東レ・ダウコーニン
グ)を用いて形成した流路を組み合わせて作製した。PDMSとその流路形状ならびにpcITO基板の設計
図を図 11、全工程のスキームを図 12に示す。 
カッティングプロッター（Craft ROBO pro, CE5000-40-CRP、GRAPHTEC）を用いてパタン状に切り出
した Elegrip Tape（GD-60-23A, 電気化学工業）を多結晶 pcITO薄膜ガラス基板(ジオマテック、神奈川)
に貼り付け、ITOエッチング液(エスクリーン IS-3, 佐々木化学薬品）に浸し、静置した(30℃, 2.5 min)。
その後、超純水を流しながら容器中で 30 min洗浄し、テープをはがすことでパタン化 pcITO電極を作
製した。電極表面に付着したテープの粘着成分を除去するために、作製した pcITOパタン化電極をエ
タノールで 2回、超純水で 2回超音波洗浄した（各過程で 10 min）。その後、流路内の参照電極「R」に
銀ペーストを塗布し、室温で乾燥させた(3 h)。 
薄層流路はニッケル金型（福島県ハイテクプラザより提供）を PDMS で転写することで作製した。まず、
めっきにより作製したニッケル金型が配置されたくぼみに PDMS と白金触媒の混合液を流し込み、熱硬
化させた（60℃, 1 h）。得られた流路付のPDMSにアクセスポートを開けるため、流路の長軸方向の両端
より 2 mmほど内側にドリルで穴をあけた（直径 0.6 mm）。この際、平行二相流を形成して実験を行うとき
は inlet側に二つの穴をあけ、用いないときは一つだけ穴をあけた。開けた穴に FEPチューブ(BAS社
製, 内径 0.12 mm)を挿しこんだのち、PDMS と pcITO基板の十字パタンが適合するように貼り合わせ
た。 
 
図 12 多結晶 ITO 基板のエッチングパターンおよび流路形状の設計構造図 
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マイクロ流路内の流れ評価 
設計した流路は流路長軸方向を中心軸とした対称構造であり、左右の電気化学応答の違いから薬
物代謝反応の知見を得るため、左右の線流速が均一である必要がある。そこで本研究では、流路内の
作用電極上の線流速を二通りの方法で見積もり、比較・評価した。 
流路の断面形状の評価 
上流側に位置する二つの作用電極WR(G),WL(G)の上端および下端上の流路断面に相当する金型
形状を、触針式段差計(産総研 NPF045)により測定し(図 14)、得られた高さプロファイルを積分すること
で平均断面積を得た。送液に用いるシリンジポンプの設定流量を、得られた平均断面積で割ることで線
流速を見積もった。  
図 13 PDMS マイクロ流体デバイスの作製工程 
図 14 金型の段差測定による PDMS 流路断面席の評価 
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Generation-Collection 法による流れの均一性の評価 
作製したマイクロ流路内の作用電極上に位置する流体の流れの均一性を、Generation-Collection法
により評価した(図 15)。GC法により、①線流速と②定常電流値の二つから流れの均一性を評価可能で
ある。実験操作は、pcITOパタン化基板に、ポテンシオスタット（Electrochemical Analyzer, Model 760B, 
CHInstruments）の第一作用電極端子をWL(G), 第二作用電極端子をW(C), 参照電極端子をR, 対極
端子を Cに接続した。続いて、下流側からシリンジポンプで吸引することで流路中に KCl水溶液(1 M, 
和光特級より調整)を送液した状態で、各作用電極に適切な電位を印加した（WL(G) or WR(G): -0.35 V 
vs.Ag; W(C):+0.1 V vs.Ag）。続いて、溶液入口側のチューブを Ru(NH3)63+水溶液(1 mM in 1M KCl, 
Hexaammineruthenium(Ⅲ) chloride, SIGMA ALDRICH より調整)に浸すことで流れを切り替えた。まず、
Ru(NH3)63+が W(G)に到達した段階で速やかに Ru(NH3)62+へ還元され、還元電流が立ち上がる。一方、
生じた Ru(NH3)63+がW(C)電極で酸化され、酸化電流が立ち上がる。数秒時間がたつと電極反応が平
衡状態となり、定常電流が得られるので、その段階で測定を終了する。この操作を流量 2,4,6,8,10 μL 
min-1について行う。次に、第一作用電極端子をWL(G)からWR(G)に切り替え、同様の実験を繰り返す。 
線流速は、W(G)とW(C)で得られた電流の立ち上がり時間の差 (t) を求め、各作用電極間の距離で
割ることで算出した。各 W(G)電極上の線流速を比較することで、流れの均一性を直観的に評価できる。
また、線流速は流路断面積と送液流量からも計算することができるため、得られた結果の妥当性を評価
可能である。ただし、各電極間
の距離は 1.3 mm と極めて近い
ので、立ち上がり時間の差は ms 
オーダーと短い。したがって、測
定ごとのばらつきが大きいのが
欠点である。 
一方、流れ系により得られる
定常電流値は、電極上の線流
速に依存することが知られてい
る。したがって、W(G)に流れる
定常電流値を比較することによ
って、各電極上の線流速を間接
的に評価可能である。この解析
法の利点は、数十秒の間に得ら
れた定常電流の平均値を算出
することができるので、得られた
結果の信頼性が高いことである。
一方で、本研究で用いるマイク
ロ流体デバイスは、顕微鏡下で
ITO基板と PDMS流路を貼り合
わせるマニュアル方式を採用し
ているため、貼り合わせ方によっ
てWL(G)とWR(G)の電極面積に
ずれが生じてしまう。したがって、
マイクロ流路を作製後、流路内に露出したW(G)の面積を見積もり、その値で得られた定常電流値を補
正する必要がある。本研究では、一連の測定が終了したあとに、ルテニウム錯体が流路内に残留してい
る状態で CV測定を行い、得られた還元ピーク電流値 Ipで定常電流 Iを割った補正電流値(I/Ip)を解析
に用いた。  
図 15 Generation-Collection 法による線流速の計測 
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流れ系における薬物代謝センシング 
図 16 に作製したマイクロ流体デバイスの流体駆動方法等を示す。WL(G)電極をバックグラウンド電極、
WR(G)電極を検出電極として用いるため、平行二相流による測定を行った。溶液は PDMS流路の下流
側から、シリンジポンプを用いて吸引することで送液した。流量は 4 μL min-1とした。薬剤（テストステロン
およびケトコナゾール, 和光純薬）のメタノール溶液は、所定の量の Tris-HCl水溶液(50 mM)に溶かし
た。調整した溶液に精製 CYPおよびミクロソーム CYP を分散させる場合は、調整した薬剤水溶液で、
CYP原液を 2倍希釈し、薬剤の最終濃度が 50~250 μM となるように調製し、CYPの失活を引き起こさ
ないようメタノールの最終濃度が 2 vol. %を超えないようにした。 
送液の切り替えは、inlet側のチューブを浸している溶液を変えることで行った。送液中、WRおよび
WL電極には-0.6 V vs. Ag/AgClの電位を印加した。 
 
  
図 16 平行二相流の送液方法ならびに各溶液に含まれる化合物 
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2-3-3. 結果および考察 
金型研磨前後の流路断面形状の評価 
流れ系での電気化学分析において、溶液の線流速は電流値に影響を及ぼす。したがって、２か所の
作用電極で差分測定をするにあたり、各作用電極上の線流速プロファイルが等しくなる必要がある。は
じめに、流路の深さを均一にする目的で、鋳型であるニッケル金型の研磨をおこなった。図 17は、研磨
前後の金型のうち、作用電極端（上流側）に相当する位置の高さプロファイルを段差計にて測定した結
果である。図 17(a)に示すように、研磨前の金型の厚みは約 60 μmであり、流路の端がせりあがったよう
な構造をしているのがわかる。これは、ニッケル金型をめっき法で作製する方法に特徴的であり、電解
集中が起こることによりエッジ部分に集中的なニッケルメッキが施されるためである。図中に示したとおり、
得られた高さプロファイルの中心を境に分割すると、流路断面積が左右で大きく異なる（相対誤差
13.4 %）。図 17(b)は図 17a)の研磨後に相当する高さプロファイルである。金型研磨により、厚みが約 53 
μmの極めて平坦な金型形状となった。凸部分の中心を境とした左右の平均断面積はほぼ等しく(相対
誤差 2.4 %以下)、流路の長軸を中心とした対称的な流れが期待される。 
 
 
  
図 17 作用電極端(上流側)の段差測定結果 (a)金型研磨前、(b)金型研磨後 
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マイクロ流路内の流れ評価（再現性） 
次に、マイクロ流路内の各作用電極上の線流速を Generation-collection法により評価した。図
18(a)(b)は二つの作用電極上(WRおよびWL)の線流速をシリンジポンプの流量に対してプロットした図
である。(a)が研磨前、(b)が研磨後の結果であり、黒の実線は、流路断面積とシリンジポンプの設定流量
から求めた計算値である。プロット近傍に、左右で得られた線流速値の相対誤差を示した。研磨前の金
型で作製した流路では、いずれの流量値においても線流速に差が生じ、流量 4 μL min-1 以上は相対
誤差が 40 %以上生じた。また、各電極上の線流速の近似直線は、断面積から算出した線流速計算値
（黒線）から大きく逸脱した。一方、研磨後の金型を用いて作製したマイクロ流路デバイスでは、各電極
上の線流速の相対誤差が 8 %以下であり、計算値とよく一致した近似直線が得られたことから値の妥当
性を確認できた。したがって、流路形状の平坦化は流れの均一性向上に著しく効果的であることがわか
った。 
図 18(b)(c)は、同実験で得られた定常電流の電極面積補正値を、流量に対してプロットした図である。
ここで、(c)が金型研磨前、(c)が研磨後の結果である。双方ともに、流量増加にしたがって定常（還元）
電流値が増加した。各作用電極上で得られた電流値の相対誤差は、研磨前は概ね 5%程度であるのに
対し、研磨後は 1 %程度あるいはそれ以下に改善した。また、図 18(d)より、流量 4 μL min-1で最も左右
の流れの均一性が高いことがわかった。実験項で述べたように、測定の信頼性に関しては、定常電流
値から得られた結果のほうが正確である。したがって、これ以降の実験は全て流量4 μL min-1で行った。 
  
図 18 Generation-Collection 法により算出した W(G)上の(a)(b)線流速、ならびに(c)(d)定
常電流の補正値の送液流量プロット図。(a)(c)金型研磨前、(b)(d)研磨後。 
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平行二相流形成の確認 
差分測定を行うためには、今回作製した同一のマイクロ流路内に異なる二つの流れ（二相流）を形成
する必要がある。そこで、二色の色素溶液による二相流形成の確認を行った。図 19 は、上流に配置し
た二つの溶液アクセスポートを二種の色素水溶液(2 vol. % メタノール含む)に接続し、下流側から流量
4 μL min-1で吸引したときの流れを撮影した写真である。薬剤の溶媒に用いられるメタノールは両親媒
性分子であり、２相溶液の界面張力を小さくする働きがある。それにもかかわらず、各色素溶液は混合
することなく、安定な二相流を形成することに成功した。この流れは、ポンプ内に気泡が混入しない限り、
少なくとも１０分以上は安定に形成可能であることを確認した。 
 
  
図 19 色素溶液の二相流の形成の写真（流速 4 μL min-1） 
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流れ系における薬物代謝センシング 
本研究でデザインしたマイクロ流体デバイスを用いて、mCYP3A4の基質の典型として知られるテスト
ステロンを用いて、実際に薬剤代謝モニタリングを行った。図 20の赤線は、平行二相流を利用して、マ
イクロ流路内のWR電極上にのみ濃度が異なるテストステロン溶液とブランク溶液を交互に導入した際
の電流値である。一方、黒線はWL電極にブランク溶液を流し続けることで得られた電流値である。この
ように、テストステロンが導入されたWR電極で還元電流の増加が観察された。これは、mCYP3A4による
テストステロンの代謝に伴う、pcITO電極からmCYP3A4へのDETにより流れた電流である。この結果か
ら、当該マイクロ流体デバイス中に mCYP3A4 を分散させた流れ測定系においても、mCYP3A4による
薬物代謝反応を検出可能であることが示された。一方で、両電極上で電流値のドリフトが観察された。こ
れは、負電位印加（-0.6 V vs. Ag）により、pcITO電極の表面が徐々に還元されることに起因すると考え
られる。このドリフトは、図 20(b)に示すように、差分測定を行うことで解消された。これにより、マイクロ流
体デバイスでデザインした差分測定法は、定量性向上に有効であることがわかった。同じく図 20(b)から、
テストステロンの濃度に応じて、電極に流れる DET 電流に差が生じることがわかった。これにより、マイク
ロ流体デバイスは mCYP3A4 による薬剤代謝速度を定量的に検出できる可能性が示唆された。 
 
 
 
  
図 20 作製したマイクロ流体デバイスを用いて検出した mCYP3A4 による薬剤代謝
反応の電気化学検出結果：(a) WR (薬剤導入側、赤線)および WL (バックグラウンド、
黒線)電極に流れた電流値； (b) 差分後の電流値 (赤線 – 黒線)。 
白領域：ブランク溶液 (1.6 μM mCYP3A4 in 25 mM Tris-HCl 緩衝液) 
ピンク領域： テストステロン溶液 (500, 50 μM in ブランク溶液) 
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図21(a)は、種々のテストステロン濃度に応じて検出された差分DET電流のミカエリス-メンテンプロット
図である。DET 電流は 250 μM まで増加し、500 μMでわずかに減少した。図 21(b)に対応するラインウ
ィーバー・バークプロットを示す。得られた近似直線 R2 = 0.939)から算出されたミカエリス定数 (KM値)
は 86 μMであり、文献値（50 – 100 μM）と相関があることが確認された 28, 33-34。 
 
 
  
図 21 (a)ミカエリス-メンテンプロットおよび(b)ラインウィーバー・バークプロット。 
還元電流(DET 電流)が生じてから 70 秒後、10 sec おきに 8 点サンプリングした電流値から、各
サンプリング時間におけるベースライン外挿値を差分し、それらの平均値をプロットした。 
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2-3-4. 結論 
pcITO電極とmCYP3A4の間の高効率DETを利用したマイクロ流体デバイスを設計・開発し、薬剤代
謝反応のリアルタイムモニタリングに応用した。マイクロ流体デバイスでは、ニッケル金型を PDMSで型
取りし、簡便な酸エッチングにより作製したパタニング pcITO基板と貼り合わせて作製した。その際、金
型を研磨することで対称性の高いマイクロ流路を構成することで、マイクロ流路内の流れの均一性の向
上に成功した。さらに、薄層流路およびマイクロ流体の特性を利用し、下流側からの吸引送液により、互
いに混合しにくい安定な平行二相流を形成できることを見出した。当該マイクロ流体チップを用いて、
mCYP3A4 の典型的な基質として知られるテストステロンの薬剤代謝反応をモニタリングした。これにより、
当該デバイスにより長期安定な薬剤代謝モニタリングが可能であることがわかった。さらに、算出された
酵素特性（KM値）が文献値と一致したことから、mCYP3A4 酵素活性の定量分析が可能である。 
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3. ナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極の開発と臨床糖マーカーの高感度検
出への応用 
3-1. 背景 
腸透過性と疾患の関連性 
小腸や大腸には、栄養や水分の吸収にかかわる一方で、毒物や未消化食物の吸収を抑制する相反
する役割を担っている。近年、胃腸粘膜の物質透過性（Gastrointestinal permeability: GI透過性）と多く
の疾患との間に相関関係があることがわかってきた。例えば、潰瘍性大腸炎 1、クローン病 2、セリアック
病 3、急性・慢性下痢 4-5、膵機能不全 6、急性膵炎 7、慢性心不全 8、嚢包性線維症 6、肝硬変 9、栄養失
調、HIV感染 10、癌 11、環境ストレス 12、非ステロイ
ド性抗炎症薬(NSAID)の摂取 13などの疾患と GI
透過性の間の相関関係が認められている。特に、
炎症性腸疾患であるクローン病や潰瘍性大腸炎は、
大腸や小腸の粘膜に慢性の炎症や潰瘍を引き起
こす原因不明の疾患であり、厚生労働省により特
定疾患に認定されている難病である。図 22に示す
とおり、その患者数は年々増加傾向にあり、今後も
患者数が増加していくと考えられる。こうした疾患
では GI透過性が増加し、致命的な二次疾患であ
る抗原曝露や敗血症を引き起こす。したがって、こ
うした病気の早期発見が今後ますます重要となっ
てきており、より安全かつ迅速な GI透過性に基づ
く一次スクリーニング診断へ注目が集まっている。 
GI 透過性の評価方法  
GI透過性試験は、分子サイズの大きい二糖が、単糖に比べて胃腸粘膜で吸収されにくい性質に基
づき設計されている。具体的には、代謝経路や分子サイズが異なる複数の糖プローブを経口摂取し、
所定の時間後に代謝されずに尿中 14もしくは血中 15に放出された糖プローブをそれぞれ定量する。経
口摂取した糖は胃・十二指腸、小腸および大腸のいずれかにおける吸収を経るため、糖プローブの尿
中排泄量と GI透過性の間には関連が認められる。しかし、糖プローブの尿中排泄量は、空腹状態、小
腸・大腸の運動、腎排泄あるいは分泌液による希釈など、個人差のある外部要因に影響される。 
二糖試験(Dual sugar test)では、各糖の経口摂取量と尿排泄量から算出する回収率、および尿中の
単糖と二糖の比率の二つのパラメータを算出する。特に後者のパラメータは上述の外部要因に影響をう
けないため、GI透過性の重要な指標として採用されている。一般的な二糖と単糖の組み合わせとして、
Lactulose/Mannitol (L/M)5もしくはLactulose/Rhamnose（L/R）16の組み合わせが用いられる。これらの糖
プローブは、小腸において受動拡散による吸収の異常を検出する。これらに併せて、促進拡散による吸
収を受ける 3-O-methyl-D-glucoseならびにD-xyloseを用いる場合も多く 6, 9-10, 17、これにより小腸の吸収
容量を見積もることが可能である。これらの糖プローブは大腸に至る前に全て吸収、あるいは大腸の細
菌フローラにより速やかに分解されるため、それより上流側の小腸までの GI透過性を評価することが可
能である。しかし、大腸の透過性の評価、および胃・十二指腸と小腸の透過性の切り分けが困難であ
る。 
Medding らは、各消化器官の GI透過性を個別に評価するために、新たな糖プローブとして sucrose
と sucraloseが有用であることを報告した。Sucroseは小腸のスクラーゼ酵素により速やかに分解されるた
め、sucroseの尿中排泄量は上流側の胃・十二指腸の GI透過性を反映する 13。一方で、sucraloseは大
図 22 炎症性腸疾患患者数の年次推移 
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腸の細菌フローラによる分解に耐性を有した糖であり、いずれの消化器官においても分解されないため、
消化器官全体のGI透過性を反映する 18。したがって、従来の L/M試験や L/Rテストの結果と組み合わ
せることで、大腸の GI透過性を個別に見積もることができる。近年、Wijck らは、rhamnose, lactulose, 
sucrose, sucraloseに加えて、sucralose と同様に非分解性の糖である erythritolを用いた多糖試験 
(Multi-sugar test)の概念を提唱し 19、NSAIDの摂取により小腸の透過性が増加するものの、大腸の透過
性には変化がないことを示すことに成功した 20。一方で多糖試験の臨床応用には、用いる分析手法に
優れた検出限界が求められるのが問題である。これは、糖プローブが 2種から 5種に増やしたことにより、
各糖プローブの経口摂取量を 1/5に減らす必要が生じたためである。詳しくは後述するが、現在二糖試
験で用いられている検出法は検出限界が高い。そのため、Wijck らは極めて高感度な質量分析法を用
いて多糖試験の糖プローブを検出している。しかし、一次スクリーニング診断として用いる場合、より安
価かつ簡便な分析法に代替する必要がある。 
糖類の検出法  
GI透過性の評価に用いる糖プローブの検出には、酵素を用いた方法と HPLC を用いた分離分析が
行われてきた。前者について、D-mannitol と Lactuloseに対して活性を示す酵素が見出されており、既
に腸透過率測定キットとしてフナコシ株式会社等が市販済みである。しかし、多糖試験にもちいるスクラ
ロースに対して活性を示す酵素は見出されていない。 
これまで、糖検出に向けた様々なHPLC検出器が開発されてきた。示唆屈折率検出（refractive index 
detection: RID）法は、試料成分と移動相に屈折率の差があれば検出できる汎用検出法であり、糖類分
析においても積極的に用いられてきた。しかしながら、検出限界が 100 μM程度と高く、選択性が低い
上にグラジエント溶出法を適用できないため多成分分析には不適切であるなどの理由から、今ではほと
んど用いられていない。蒸発光散乱検出 (Evaporative light scattering detection: ELSD)法は、カラム溶
出駅を噴霧して移動相を蒸発除去後、溶質に光を当ててその散乱光を検出する方法で、不揮発性の
成分であれば何でも検出できる汎用検出器である。RIDと異なり、グラジエント溶出法を適用可能である
点、他成分の分離に有利である。検出限界も 1 μM と比較的高い。一方で検出原理上、塩を含む移動
相は使用できないことや、選択性の低さが課題として挙げられる。蛍光法 21や質量分析法 19による検出
22は 100 nMあるいはそれ以下の極めて優れた検出限界を有する。特に HPLC と質量分析装置を直列
につなげた HPLC-MS/MS法は、検出した化合物の分子構造の同定も可能であるため、極めて精確で
あり信頼性が高い結果を与える。一方で、これらは糖の標識化が必要、装置が高価かつ巨大、装置の
取り扱いに専門性が必要などの欠点が多い。したがって、現在では電気化学法による糖類分析が広く
普及している。 
 
糖類の HPLC-電気化学検出 
糖類の電気化学検出は上述法よりもさらに低い検出限界を、簡便、低コストならびに小型装置で実現
可能であるため、大量患者の一次スクリーニングに好適な検出法である。現在、商業的にも用いられて
いる方法は、HPLCの検出器として金電極を用いたパルスアンペロメトリ（Au-PAD）法である 23-24。この方
法は、糖酸化により電極表面に吸着した糖酸化物中間体を高電位印加により除去し、酸化した金表面
を低電位印加により還元再生する 3段階もしくは 4段階のパルス電位が周期的(~1 Hz)に繰り返される
プロセスよりなる。この方法により、HPLC検出器として最も重要な測定安定性が確保できる。Au-PAD法
は単糖や二糖、アミノ酸といった小分子から、オリゴ糖や多糖の分析にも用いられている。しかし、パル
ス電位の印加は充電電流の発生を伴うため、S/N比が悪く検出限界が高い点に課題がある（~10 μM）。 
NiやCuなどの遷移金属は、金や白金などの貴金属に比べて高い電極触媒活性を示すことが知られ
ている。ここで電極触媒活性とは、金属表面積あたりに得られる糖酸化電流が大きいことを意味している。
それだけでなく、貴金属に比べて糖酸化物による電極汚染の影響が小さいため、パルス電位を用いな
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い定電位検出法への応用が期待される。しかし、遷移金属の表面は腐食により、電気化学的に不活性
な厚い酸化被膜を形成する傾向にある。Kuwanaらは腐食耐性の高いニッケルチタン(Ni-Ti)合金やニッ
ケルクロム(Ni-Cr)合金電極を作製し、HPLCの検出器に応用した 25-26。特に Ni-Ti合金は、グルコース
に対して極めて高い測定安定性（RSD: 1.5 %）を示すことを示した。それだけでなく、Ni-Ti電極はノイズ
電流が小さいためS/N比が高く、優れた検出限界を実現した(~50 nM)25。森田らは、合金組成の制御に
極めて有利な共スパッタ法によりNi-Ti合金薄膜を形成し、それらをパタニングした上でHPLC検出器と
して用いて、Kuwana らの結果よりも一桁優れた検出限界を実現した 27。また、Kuwana らは、ニッケル銅
(Ni-Cu)合金が Ni-Ti合金電極よりも高い電極触媒活性を示し Niバルク電極に比べて高い安定性を有
することを報告している 25。これは、Tiが糖類酸化に対して電極触媒活性を示さない対し、Cuは高い電
極触媒活性を示すためである。さらに、Ni-Cu合金化による電極触媒活性の向上 28や腐食耐性の向上
29に関する報告がなされている。 
金属ナノ粒子もしくは合金ナノ粒子（ナノアロイ）30は、そのナノ構造制御により電極触媒活性や測定
安定性を向上できる可能性があることから、近年盛んに研究が進められている。これまで、金属ナノ粒
子のサイズ、形状、相構造（合金組成、コアシェル等）といったナノ構造に影響をうけることが知られてお
り 31、電気化学分析にも積極的に活用されている 32。例えばこれまでに、Au33, Cu34-36, Ni37-39などの金属
ナノ粒子、ならびに Ag-Au40, Au-Pt41, Au-Cu42, Ni-Cu43, Ni-Pd44などのナノアロイが作製され、電気化学
用途に用いられている 45-46。このように、糖（主にグルコース）に対して優れた電極触媒活性を有するナ
ノ材料が開発され、カーボン電極上に修飾することでその電極特性が研究されてきた。しかし、電極上
に物理吸着したナノ粒子は、吸着力が弱いためすぐに脱離する傾向にある 47。したがって、HPLC検出
器として最も必要な測定安定性に欠ける致命的な欠点が存在する。実際に、糖の電気化学検出を目的
とした金属ナノ粒子に関する報告は大量に存在するが、十分な測定安定性を流れ分析にて実現した報
告は極めて少ない。この測定安定性の問題に対し、金属ナノ材料を作製したのちカーボンペーストに練
りこむか 34、キトサンやナフィオンといった高分子膜により安定な膜を形成する必要があった。たとえば、
You らは Pd-Niナノアロイ埋め込みカーボンナノファイバーをエレクトロスピニング法と熱分解により作製
したのち、カーボンペーストに練りこむことで、HPLC検出器による高感度かつ安定な糖分析を実現して
いる 44。また、SunらはCuO、グラフェンおよびナフィオンを含むインクを用いて、CuO/グラフェン修飾スク
リーン印刷カーボン電極(SPCE)を作製し、HPLC検出器に応用することで低い検出限界（グルコース：
34 nM）を達成した。これらの方法の欠点は、電極作製までに多段階プロセスを必要とする簡便性の欠
如、および電極表面が極めて粗く S/N 比のさらなる向上が困難なことである。前者の問題に対し、Yang
らはキトサンと Ni イオンの共電着による、Niナノ粒子埋め込み電極の一段階作製法を開発した。しかし、
後者の問題が解決されておらず、グルコースに対する検出限界が極めて高い（4.1 μM）48。 
それに対し、You らはカーボンと金属を共スパッタ成膜することで、種々の金属ナノ粒子埋め込みカ
ーボン電極を一段階で作製し、グルコースやアセチルコリンなどの生体分子の電気化学検出に応用し
た 36, 39 , 49-51。原子レベルで平坦かつ低ノイズなカーボン薄膜に高活性な金属ナノ粒子が埋め込まれて
いるため S/Nの観点から有利である。さらに、ナノ粒子が埋め込まれているため電気化学測定中の脱離
や凝集が起こりにくい。You らは Niナノ粒子埋め込みカーボン薄膜電極を糖類の流れ分析に応用し、
極めて高い測定安定性を実現した。この電極をHPLC-EC検出器に応用することで、種々の糖類に対し
て 20-50 nMの検出限界を実現可能であることを示した。 
一方で、これらの金属ナノ粒子埋め込みカーボン薄膜電極は、カーボンターゲットの上に金属ペレッ
トを配置して同時にスパッタすることにより作製している（図 23）。しかしこの方法では、金属とカーボンの
スパッタ率が大きくことなるために、膜の均一性を保ちつつ金属ナノ粒子の埋め込み量を広い範囲で制
御することが難しい。また、この作製法では二種の金属ペレットを用いることでナノアロイ埋め込みカー
ボン薄膜電極を作製することが原理上可能であるが、同様の理由により合金組成を制御しにくい。 
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図 23 RF 共スパッタ法による金属ナノ粒子埋め込みカーボン薄膜電極の作製法 
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本研究の目的 
本研究では、さらなる電極触媒活性および測定安定性の向上を目的としたナノアロイ埋め込み
カーボン薄膜電極を実現するため、アンバランストマグネトロン(UBM)共スパッタに基づく新た
な薄膜電極作製法を開発した。図 24 に示すように、UBM 共スパッタ装置にはカーボンおよび
二種金属よりなる独立した三つのターゲットが、成膜基板に対して一極集中となるよう配置され
ている。各ターゲットパワーを独立制御できるため、カーボン膜中に埋め込まれた合金ナノ粒子
の量や組成を広範囲に制御可能である。さらにカーボン膜に安定な sp3結合を濃度制御して入れ
ることができ、ナノ粒子をより安定に保持できる可能性もある 52。本研究では、GI 透過性に用
いられる糖ブローブを高感度検出するための HPLC-EC検出器を開発することを目的とし、Ni-Cu
ナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極を開発した。ナノアロイの合金組成や埋め込み量といった
薄膜ナノ構造を電極触媒活性に対して最適化した。さらに、糖酸化生成物や尿成分により電極汚
染を受けやすい Au-PAD 法に対して、本研究で開発した電極の電極汚染耐性を検討し、HPLC 検
出器としての応用可能性を示すことを目的とした。 
 
  
図 24 UBM 共スパッタ法による Ni-Cu ナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極の作製 
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3-2. 実験 
使用した試薬は、特別の表記がない限り、和光純薬工業株式会社より購入した。また、測定に用いた
各水溶液は超純水(Milli-Q water)を用いて調製した。 
Ni-Cu ナノアロイ分散カーボン電極の作製法 
シリコン基板を UBM スパッタ装置の堆積チャンバー内に配置したのち、チャンバー内に微量に存在
する酸素や水といった分子の除去のために、チタンゲッターを行った。堆積基板のシャッターを閉じた
状態で、Ar雰囲気条件下(0.6 Pa)でチタンターゲットに電圧印加(267 V)を行い、Tiをチャンバー内でス
パッタさせることで、酸素や水分を Tiに吸着させた。この状態で真空度は 1.0×10-6 Pa以下となった。続
いて、堆積基板であるシリコン基板に対向するよう配置された C, Niおよび Cuターゲットに、それぞれ独
立に電圧を印加し、各元素の成膜量を制御した状態で共スパッタ成膜を行った。各サンプルにおける
成膜条件を表 2に示す。成膜後に取り出した電極は、真空デシケータ内で保存した(≒1×10-3Pa)。 
 
Ni-Cu ナノアロイ分散カーボン電極の構造評価 
ナノアロイ分散カーボン薄膜中のナノアロイやカーボンのナノ構造は、高分解能透過型電子顕微鏡
(HRTEM)により評価した。ナノ粒子やカーボンの元素マッピングは、高角散乱環状暗視野走査透過型
電子顕微鏡(HAADF-STEM) およびエネルギー分散走査透過型電子顕微鏡 (STEM-EDS)により行っ
た。 
作製した薄膜表面のナノアロイ埋め込み量は、X線光電子分光(XPS)装置(Kratos, model AXIS 
Ultra, AlKα 1486.6 eV, Shimadzu)の測定結果から算出した。具体的には、Niおよび Cuの原子濃度の
和と定義した。また、ナノアロイの合金組成についても、同パラメータを用いて算出した。 
電極の表面形状を原子間力顕微鏡 (AFM, SPI4000, SII NanoTechnology Inc) により、ダイナミック
モード（スキャン速度 0.28 Hz, 256 x 256 pixels）で、空気中・室温条件下で観察した。プローブにはシリ
コンカンチレバーを用いた。 
  
表 2 各スパッタ薄膜電極の作製条件 
(*) ターゲット上にチムニーとメッシュをセット 
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糖に対する電極触媒活性の評価 
電極触媒活性はCVにより評価した。2 M NaOH水溶液を超純水で 20 倍希釈し、100 mM NaOH水
溶液を調整した。同溶液内に三電極系を構築し、作製した薄膜を作用電極、銀塩化銀電極を参照電極、
Pt巻き線を対極とした各電極を 100 mM NaOH内に浸し、CV測定を 2サイクル行った。電位走査範囲 
0 から 700 mV、走査速度を 100 mV s-1に設定し、CV測定を行った。次に、糖プローブの一つである
D-mannitol (Sigma-Aldrich, USA)を終濃度 300 μM となるように添加し、同条件で CV 測定を１サイクル
行った。糖の添加前後で得られた電流値の差を電極触媒活性の指標とした。具体的には、ポジティブス
キャン時の+600 mV vs. Ag/AgClにおける電流値の差分を算出し、XPSにより見積もられた電極表面の
金属濃度で割ることで補正した。 
ラジアルフローセルへの薄膜電極の組み込み 
種々の流れ分析において、ラジアルフローセル(BAS, Tokyo)に各電極を組み込んだ。組み立ての詳
細を図 25に示す。図 25(a)は薄膜電極、図 25(b)はフローセル用の金属バルク電極(BAS, 東京)のセッ
ト方法である。HPLCポンプに接続し、流速 0.2 mL min-1で移動相を送液しながらラジアルフローセルを
接続した。この際、フローセル内に気泡が残留しないよう注意した。 
 
 
  
図 25 ラジアルフローセルへの電極セット方法： (a) 金属バルク電極、(b)薄膜電極 
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測定安定性の評価 
電極の測定安定性を連続フローインジェクション分析により評価した。薄膜電極を組み込んだラジ
アルフローセルをポンプ（Shimadzu, LC-20AD, Japan）に接続し、NaOH 水溶液 (50 mM)を(D-mannitol 
(100 μM in 50 mM NaOHaq) を流速 0.2 mL min-1で送液した。薄膜電極にポテンシオスタットを接続し、
30 min電位印加（+0.5 V vs. Ag/AgCl）したのち、D-mannitol水溶液 (100 μM in 50 mM NaOHaq)を 2 
minおきに 60回インジェクションした。サンプルボリュームは 20 μLとした。得られたピーク電流値の相対
標準偏差(Relative standard deviation: RSD)を測定安定性の指標とした。 
HPLC-EC 測定 
使用するアルカリ溶液は全て 50 w/w % NaOH水溶液 (Thermo Fisher Scientific, USA)より調製した。
また、調製したアルカリ水溶液は廃棄するまで全てアルゴンバブリングにより脱気し続けた。まず、原液
104 mLをあらかじめ脱気した超純水 896 mLに添加し、2 M 水酸化ナトリウム水溶液を調整したのち、
細孔径 0.45 μmのフィルタ(NalgeneTM Rapid-FlowTM ナイロンメンブレンフィルターユニット, Thermo 
Fischer Scientific, USA) を用いて限外濾過した。次に、脱気・限外濾過した超純水 980 mLに 2 M 
NaOHaq 20 mLを添加し、20 mM NaOHaqを調製し、これを移動相のベースとした。必要に応じて、この
溶液に硝酸ナトリウム(NaNO3)を添加し、終濃度 7 mMに調整した。これには、糖とカラムの静電相互作
用を塩添加により弱め、糖の溶離速度を調節することが目的である。 
疑似尿は文献にしたがって調製した 53。具体的には、尿素 25 g、塩化ナトリウム 9.0 g、りん酸水素二
ナトリウム（無水）2.5 g、塩化アンモニウム 3.0 g、りん酸二水素カリウム 2.5 g、クレアチニン 2.0 g、および
亜硫酸ナトリウム(無水) 3.0 gを超純水 1 Lに溶解した。 
HPLCポンプは、イソクラティックポンプ (Hitachi, Japan)を用いた。カラムは Carbopac PA20 陰イオン
交換カラム (150 mm x3 mm i.d., Dionex, USA)および対応するガードカラム (30 mm x 3 mm i.d.) を使
用した。サンプルボリュームは 10 μL とした。糖プローブ (Erythritol, L-Rhamnose, Lactulose, Sucrose, 
Sucralose)は、超純水および疑似尿に目的の 100倍濃度になるよう溶解し、試料インジェクション直前に
移動相で 100倍希釈した。 
アンペロメトリ検出を行う場合、フローセルにセットした三電極を LC-4C amperometric detector (BAS 
Inc, USA)に接続し、所定電位を印加した。 
比較として、金電極のパルスアンペロメトリー測定を行った。ラジアルフローセル用の金電極 (3 mm 
i.d., BAS, Japan)をアルミナ研磨 (0.05 μm, BAS, 東京)し、超純水で洗浄した。各電極をポテンシオス
タット(ALS/CHI 1208C, BAS, 東京)に接続した。印加したパルス電位波形を図 26に示す。 
  
図 26 金電極を用いたトリプルパルスアンペロメトリの電位波形 
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3-3. 結果および考察 
薄膜表面の原子組成 
作製した電極の XPS測定結果を表 3にまとめた。Electrode 1 ~ Electrode 7では、ナノ粒子埋め込み
量（Ni+Cu 金属濃度） を 15-16 at. %としたまま、ナノアロイの合金組成をダイナミックに変化させること
に成功した。一方、Electrode 9,11の XPS測定により、金属ターゲットパワーに対してカーボンターゲット
パワーを変化させることで、ナノアロイの合金組成を一定としたままナノアロイ埋め込み量を制御できるこ
とがわかった。 
 
 
薄膜のナノ構造 
図 27に Electrode 3の(a)HRTEM像および(b)粒径分布のヒストグラムを示す。図 27(a)より、平均粒径
3.2 nmのナノアロイ（濃色）がカーボン薄膜（淡色）に高密度に分散していることがわかった。図 27(b)より、
88 %以上が 2.5-4.0 nmの狭い粒径分布内に収まった。粒径の変動係数は 21.3 %であり、単分散
(<10 %)とはいえないものの、比較的小さいサイズで狭い粒径分布が得られた。 
  
表 3 作製した薄膜電極の XPS 測定結果 (Unit: atomic %) 
*ナノ粒子埋め込み量： (Ni + Cu) at. % 
図 27 Electrode 3 の(a) HRTEM 像（上面）および(b)粒径ヒストグラム 
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図 28に、ナノアロイの合金組成が等しく、埋め込み量 (Ni + Cu at. %)の異なる Electrode 9, 11, 5の
HRTEM像を示す。XPSにより算出された金属濃度（Ni+Cu） at. %に応じて、ナノアロイの埋め込み量
が増加したことが確認できた。 
 
表 4は種々の電極 (Electrode 1, 3, 5, 9, 11)の HRTEM観察により得られた平均粒径を、金属濃度順
に並べた表である。粒径とカーボン中の金属濃度 (atomic %)との間に正の相関関係があり、組成には
依存しないことを見出した。また、埋め込み量を制御することで 2.5-3.6 nmの区間で調節できること、特
に金属濃度が 14.0-15.5 at. %では粒径がほぼ 3.3 nm と等しくなることを確認した。Uzio らは、オクタヘド
ラル型のナノ粒子のコーナー、エッジ、結晶面や不飽和結合数などが、粒径 3 nmを境に劇的に変化し、
触媒活性に影響を与えると述べている 54。本研究で採用した共スパッタ法は劇的なナノアロイのサイズ
制御には不向きであるものの、簡便に埋め込み量を制御することで、ナノ粒子の特性上重要な領域で
サイズ制御できる点は極めて意義深い。 
 
 
  
図 28 Electrode 9, 11, 5 の HRTEM 像 
表 4 ナノアロイ埋め込み量と粒径の関係 
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図 29に STEM-EDX測定により観察した Electrode 3断面の元素マッピングの結果を示す。カーボン
膜中（青）にNi（紫）とCu(緑)が、3 nm程度の粒上に分散しているのがわかる。Ni由来の紫とCu由来の
緑の色がほぼ同じ位置にあることから、NiCuは合金化しており、顕著な相分離は生じていないと考えら
れる。 
 
 
  
図 29 Electrode 3 断面の HAADF-STEM-EDS による元素マッピング 
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薄膜の表面形状 
Electrode 3の薄膜表面のナノ形状を AFM測定により観察した。図 30に示したように、電極表面は極
めて平坦 (表面粗さ Ra: 0.21 nm)であった。赤線上の高さプロファイル（図中下部）より、電極表面の凹
凸幅は 1.5 nm以下であった。Electrode 3に埋め込まれているナノアロイの平均粒径は 3.2 nmであり、
凹凸幅の 2倍以上であることから、ナノアロイの半分以上がカーボンマトリクスに埋め込まれた状態で、
その一部を電極表面に露出していることがわかった。従来のカーボン薄膜電極上にナノ粒子を物理吸
着させた場合 47に比べ、電気化学測定や熱処理によるナノ粒子の脱離や凝集に対して有利な構造と考
えられる。 
 
 
  
図 30 Electrode 3 の AFM 像および赤線位置における高さプロファイル（図中下部） 
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電極触媒特性の基礎検討 
アルカリ溶液中における作製した薄膜電極を用いて、糖類に対する電極触媒特性を検討した。なお、
ここでは各電極が示す電位-電流波形の特徴を述べるにとどめ、電極触媒活性や安定性についての詳
細については後述する。図 31は、 (a) Niナノ粒子埋め込みカーボン薄膜電極 (Electrode 1), (b) 
Ni64Cu36ナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極 (Electrode 2)、(c) Cuナノ粒子埋め込みカーボン薄膜
電極 (Electrode 7)を用いて Lactuloseを検出した際のサイクリックボルタモグラムである。なお、電極に
埋め込まれたナノ粒子量は 15-17 at. %と概ね等しい。 
まずバックグラウンドスキャン(黒点線)に注目すると、(a)および(b)で 0.4 – 0.5 V付近に可逆な酸化還
元ピークが観察された。これはアルカリ水溶液中にてニッケルが示す特有の酸化還元波であり、以下の
電気化学反応で表される 55。 
 
NiሺOHሻଶ 	⇌ NiOOH ൅ Hା ൅ eି 
 
過酸化水酸化物NiOOHは、糖類やアルコール類などの電極触媒活性点として働くことが知られてい
る。NiOOH形成電位は、Ni-Cu合金化によりポジティブシフトした。Ni-Cu合金化による腐食耐性の向上
が報告 29されていることと関連があると考えられる。一方、Cu ナノ粒子埋め込みカーボン薄膜電極では、
先行研究同様 36、この電位領域において特徴的な酸化還元挙動を示さなかった。 
次に、Lactulose添加後のサイクリックボルタモグラム(赤実線)について述べる。いずれの場合におい
ても、Lactulose添加により、アノード電流の増加が確認された。特に、Niを含むナノ粒子系では、電極
触媒反応に特融的なアノードピーク電流値の増加およびカソードピーク電流値の低下が確認された。 
 
  
図 31 (a) Electrode 1, (b)Electrode 2, (c) Electrode 7 で得られたサイクリックボルタモグラム 
黒線：10th サイクル目のバックグラウンド電流（in 100 mM NaOHaq）；赤線：500 μM Lactulose
添加後のサイクリックボルタモグラム; 走査速度: 100 mV s-1. 
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電極触媒活性の評価 
作製した Ni-Cuナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極の電極触媒活性を CV測定により見積もり、類
似組成の合金薄膜と比較した。図 32は、(a) Ni64Cu36ナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極 (Electrode 
2)、および類似組成の(b) Ni70Cu30アロイ薄膜電極(Electrode 8)の、D-mannitoil添加前後のサイクリック
ボルタモグラムである。両電極ともに見かけの表面積は等しい(0.0314 cm2)が、糖の酸化反応はカーボ
ン電極上でほとんど進行しないため、金属表面積を考慮する必要がある。図 32(a)の点線は、ナノアロイ
の埋め込み量で割ることで得られた補正電流値である。糖添加による電流値の変化が、正味の糖酸化
電流である。したがって本論文では、アノードスキャン中の+0.6 Vにおける糖添加前後の差分（補正）電
流値を電極触媒活性の指標とした。図 32中に数値で示したように、ナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電
極およびアロイ薄膜電極に流れた D-mannitol酸化電流はそれぞれ 1,529 μA cm-2および 443 μA cm-2
であった。結果として、Ni-Cuのナノアロイ化により電極触媒活性が 3.4倍向上した。 
 
図 33に、D-mannitolに対する電極触媒
活性のNi/Cu比依存性を棒グラフで示した。
いずれの電極もナノ粒子埋め込み量が同
程度であるため、粒径はほぼ等しいと推測
される。したがって、電極触媒活性に対す
る Ni/Cu比の影響のみを検討することが可
能である。電極触媒活性は Ni/Cu比により
ダイナミックに変化し、64/36付近で最大値
を取ることがわかった。Jafarian らは、Ni-Cu
アロイが Glucouseに対して同様の傾向を
示すことを報告している 28。この触媒活性
の増加は、合金化により dバンドに電子が
満たされることに由来すると考えられる。d
バンド電子は、NiCu合金表面における糖
酸化物中間体の化学吸着力に影響を与え
る。この dバンドに電子が満たされると、この化学吸着力が適度に弱まる。そのため、糖の吸着、酸化お
よび脱離の触媒サイクルのターンオーバー数が増加し、結果として糖酸化電流が増加したと考えられ
る。  
図 32 (a) Electrode 1, (b)Electrode 2, (c) Electrode 7 で得られたサイクリックボルタモグラム 
黒線：10th サイクル目のバックグラウンド電流（in 100 mM NaOHaq）；赤線：500 μM Lactulose
添加後のサイクリックボルタモグラム; 走査速度: 100 mV s-1. 
図 33 Ni-Cuナノアロイの電極触媒活性の合金組成依
存性。300 μM D-mannitol (in 0.1 M NaOHaq) 
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Ni-Cu ナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極の測定安定性 
作製した電極を HPLCの検出器として用いるため、測定安定性は最も重要なパラメータである。図 34
に、D-mannitol (100 μM in 50 mM NaOHaq)の連続フローインジェクション分析により得られた酸化ピー
ク電流値を、測定回数に対してプロットした結果を示す。金電極を用いた場合は適用困難なアンペロメ
トリ（定電位測定）にもかかわらず、Ni64Cu36ナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極 (Electrode 2) は極
めて高い測定安定性を示した(RSD: 4. 6%)。一方、Niナノ粒子埋め込みカーボン薄膜電極 (Electrode 
1)も優れた安定性を示したものの、電流値が徐々に減少した（RSD: 8.4 %）。また、Niバルク電極ならび
に Ni70Cu30アロイ薄膜電極(Electrode 8)は、測定序盤で大幅に電流値が減少した(RSD: 45.3 %および
32.2 %)。活性が落ちた原因として、アルカリ溶液中での電位印加により、腐食 (最安定相である不活性
な Ni2O3)が進むことや、電極表面に厚い酸化被膜が形成することによる電気化学活性の低下、Ni-Cu
合金の場合は Cuの溶解などが考えられる。 
面白いことに、金属濃度による補正をしていないにもかかわらず、45回目からはナノアロイ埋め込み
カーボン薄膜電極が最も高い酸化電流値を示した。以上より、ナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極は
電極触媒活性が高く、それを長期間維持することができる安定性を有しているため、HPLCの電気化学
検出器として好適である。以上の電極で測定安定性に差がでた原因として、(1) Ni-Cuナノアロイ化によ
る電極触媒活性の向上、(2) Niナノ粒子および Ni-Cuナノアロイがカーボン相から享受するマトリクス効
果 56、ならびに(3) Ni-Cu合金化による腐食耐性の向上などの可能性が挙げられる。特に(2)について、
ニッケルは他金属に比べてカーボン固溶度が極めて高いことから固溶体が形成していると考えられる。
実際、XRD測定（データ未載）や TEM観察により、カーボンに埋め込まれた Niナノ粒子および Ni-Cu
ナノアロイには結晶性はほとんど認められなかった。このように、Ni系ナノ粒子は本系において、腐食に
強いとされるアモルファス構造を呈していると考えられる。しかし、本系では成膜時点で Niにカーボンが
固溶していると思われるが、その証明にはさらなる実験が必要である。 
 
  
 
  
図 34 各電極の連続フローインジェクション分析の測定結果。 
100 μM D-mannitol (in 0.1 M NaOHaq); 流速, 0.2 mL min-1; サンプルボリューム, 20 μL; 印加電位
および使用電極、図中凡例を参照。 
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HPLC-EC 測定 
サイクリックボルタンメトリーによる検出電位の検討 
NiCuナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極を
HPLC検出器に応用し、GI透過性の糖プローブ混合
物の分離検出を行った。S/N 比の観点から、ナノアロ
イの埋め込み量が S/N比に大きく影響すると予想さ
れる。本節では、組成がほぼ等しく埋め込み量が異
なるElectrode 5, 9, 10, 11の電極をHPLC検出器へと
応用した。 
まず、Electrode 5, 9, 11 を用いて、電位条件の最
適化を行った。図 35は各電極を用いた Lactuoseの
CV測定結果である。ナノアロイの埋め込み量に応じ
て、より大きなバックグラウンド電流ならびに糖酸化電
流が得られた。バックグラウンド電流のピーク電流
（NiOOH形成電位）はほぼ等しく、Electrode 5, 11, 9
でそれぞれ 507, 503および 502 mVであった。一方、
糖添加後のピーク電流値にはわずかに差が生じ、そ
れぞれ 536, 513, 509 mVであった。粒径が小さくなる
ほど糖酸化電位がネガティブシフトする結果は極め
て興味深い。しかしその差は極めて小さく、いずれの
電極においても、糖の酸化はほぼ同電位（0.5 V）に
て生じると考えられる。 
  
図 35 (a) Electrode 5, (b)Electrode 11, (c) 
Electrode 9 で得られたサイクリックボルタ
モグラム。黒線：10th サイクル目のバックグ
ラウンド電流（in 100 mM NaOHaq）；赤線：
500 μM Lactulose 添加後のサイクリックボル
タモグラム; 走査速度: 100 mV s-1. 
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比較対称の一つである Au-PAD 測定にむけて、CV測定により簡便に電位を最適化した。図 36は、
Lactulose添加前後の金電極におけるサイクリックボルタモグラムである。バックグラウンド測定（黒線）で
は、-0.1 V と 0.49 Vにピークを持つ酸化電流、+0.120 Vにピークを持つ鋭い還元電流の立ち上がり、
-0.18 Vに小さな還元ピークが見られる。これはアルカリ水溶液中における金電極表面の酸化還元波で
ある。一方、Lactulose添加後は、極めて大きなアノードピーク電流が 0.262 Vをピークとして観測され、
0.4 V以降、その電流が消失した。電位折り返し後のカソードスキャン時に、+0.120 Vに観察されていた
還元ピーク電流の減少、その直後に+0.025 Vに小さな酸化ピークを観測した。これは、0 V ~ 0.4 Vにお
いて、金表面に吸着したOH基を電極触媒活性点とした糖の酸化反応が進行する。しかし、0.4 Vよりポ
ジティブ側の電位領域では、金表面に薄い酸化膜が生じ、電極触媒活性を失うため糖の酸化電流が消
失する。したがって、パルスアンペロメトリの検出電位は、糖酸化が進みつつ金酸化膜が生じない+0.15 
V が最適である。 
 
  
図 36 金バルク電極で得られたサイクリックボルタモグラム。黒線：2 サイクル
目のバックグラウンド電流 (in 100 mM NaOHaq); 赤線: 1 mM Lactulose 添加
後; 100 mV s-1. 
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S/N 比に対する検出電位の最適化 
図 37は Electrode 11およびNiバルク電極を用いて得られた S/N比の電位依存性である。CV測定と
異なり、長時間同じ電位を印加するため、電極の劣化を考慮に入れた電位の最適化が可能である。具
体的な操作として、糖分離カラムを装着した HPLCポンプに、電極を組み込んだラジアルフローセルを
接続し、各電位につき lactuloseを 3回インジェクションしその際のピーク高さをベースラインのノイズ幅で
割ることで、S/N 比を算出した。その結果、0.5V よりポジティブ側の電位領域では、Ni-Cuナノアロイ埋
め込みカーボン薄膜電極がより優れた S/N比を実現可能であった。最適電位は 0.55 Vであり、このとき
の S/N比は 449 (897 nA / 2 nA)であった。一方、Niバルク電極では、よりポジティブ電位の 0.60 Vで
S/N比が最大となり、その時の S/N比は 109 (163 nA / 1.5 nA)であった。したがって、我々が開発した
Ni/Cuナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極は、従来の Niバルク電極に比べて 50 mVネガティブな電
位で4倍優れたS/N比を実現可能であることがわかった。今回用いた薄膜電極のナノアロイ埋め込み量
は 6 at. %と極めて少ないにもかかわらず、Ni バルク電極の 5倍近い糖酸化ピーク電流が得られている
点も、当該電極が極めて高い電極触媒活性を有していることを裏付けている。一方で、Ni bulk電極は
低ノイズのカーボン相を含まないのにもかかわらず、ナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極よりも低ノイ
ズであった。これは、電極表面の腐食により厚い Ni酸化被膜が形成し、膜表面が電気化学的に不活性
化しているためと推測される。 
 
 
 
  
図 37 S/N 比の電位依存性: 赤, Electrode 9; 青, Ni bulk 電極; 
カラム有り; 100 μM Lacatulose in 100 mM NaOHaq を 10 μL インジェクション; 
; 走査速度: 100 mV s-1. 
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標準試料を用いた HPLC-EC 測定 
次に、糖プローブの標準試料(各糖濃度: 1 μM)の HPLC-EC検出を行った。図 37(a)は、類似合金組
成で埋め込み量の異なる Ni-Cuナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極（上から順に Electrode 5, 11, 9）、
Niバルク電極による定電位検出、ならびに Au-PAD法により得られたクロマトグラムである。Ni bulkによ
る定電位法、ならびに Au-PAD法ではいずれの糖プローブも検出できなかった。一方で、本研究で作
製した Ni-Cu ナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極は全ての糖を明瞭なピークとして検出できた。特に
ナノアロイ埋め込み量が多い Electrode 5では、ピーク 2（L-rhamnose）とピーク 3(laculose)の分離度が悪
化しているものの、極めて高い感度で 1 μM以下の微量の糖を検出可能であることがわかる。実際、 
図 37(b)および(c)に示した検量線から、Electrode 5による定電位法は、Au-PADの 1000倍の感度を
示した。この検量線から算出した各電極における感度、近似直線の相関係数 R2, ならびに検出限界 
(S/N = 3)を表5にまとめた。金属バルク電極を用いた測定では検出限界がμMオーダーであるのに対し、
本研究で開発した電極は 2桁以上優れた nM オーダーの検出限界を示した。この検出限界は質量分
析法と同等あるいはそれ以上の分析性能である 19。さらに、今回 HPLC検出器として用いた Ni-Cuナノ
アロイの合金組成は最適比(Ni/Cu~60/40)から大きく外れていることや、グラジエント溶出法によるさらな
る分離度の向上など、さらなる改善の余地が残されていると考えられる。 
 
図 37 (a) 1 μM の糖プローブ混合物の HPLC-EC 検出および(b)NiCu ナノアロイ埋め込みカーボン
薄膜電極、(c) Ni bulk による定電位検出法、および Au-PAD 法による検量線; 
移動相, 20 mM NaOH + 7 mM NaNO3 水溶液; 流速, 0.2 mL min-1; サンプルボリューム, 10 μL;  
ピーク帰属: 1, erythritol; 2, rhamnose; 3, lactulose; 4. sucroce; 5, sucralose; *, unpurity.  
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表 5 各電極における分析性能のまとめ 
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疑似尿試料を用いた HPLC-EC 測定 
次に、より実試料に近い疑似尿を用いた HPLC-EC検出を行った。図 38に、(a)Au-PAD法および
(b)Electrode 10による定電位検出により得られたクロマトグラムを示した。上から順に、種々の糖プロー
ブを同濃度含む標準サンプル、疑似尿サンプルを注入したのち、再度標準サンプルを注入した際のク
ロマトグラムである。ここで、(a)ではAu-PAD法の検出限界が高いため、(b)の 50倍の糖濃度（50 μM）で
実験を行った。これにより、全ての糖において明瞭なピークが観察された。続いて、疑似尿サンプル
（100倍希釈）をインジェクションしたところ、Erythritol と同じ溶離時間にて鋭いピーク電流値が観測され
たあと、バックグラウンド電流が急低下した。その後ピーク電流が観測されなかったことから、パルス電位
印加条件にもかかわらず、金の電極汚染が生じたと考えられる。金表面にはカルボニル基が吸着しや
すいことが知られ、打ち込んだ疑似尿試料には 4 mMの尿素が含まれていることから、尿素が金表面に
強く吸着したと考えられる。その後、再度標準試料を注入し直しても、元の 1/3程度のピーク電流しか観
測されなかった。これは、電極汚染した表面の再生には、極めて長時間のパルス電位印加が必要であ
ることを意味している。 
一方で、同様の実験をナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極（Electrode 10）で行ったところ、定電位
印加条件にもかかわらず、そのような電極汚染は観察されなかった。これは、尿成分の特別な前処理を
不要とする点で実用上極めて有利な特性であり、移動相で希釈したあと HPLC-EC検出する極めて簡
便なプロセスのみで尿中の糖プローブを検出できる可能性を示唆していると考えている。 
 
 
  
図 38 標準試料と疑似尿試料の逐次注入により得られたクロマトグラム(a) Au-PAD 法、(b)NiCu ナ
ノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極による定電位検出法。 
移動相, 20 mM NaOH + 7 mM NaNO3 水溶液; 流速, 0.2 mL min-1; サンプルボリューム, 10 μL;  
ピーク帰属: 1, erythritol; 2, rhamnose; 3, lactulose; 4. sucroce; 5, sucralose; *, unpurity.  
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 図 38では疑似尿成分と糖プローブが分離できていなかった。そこで、溶離を早める目的で移動相
に溶解させていた NaNO3を未添加に変更し、糖プローブの溶離を遅めた。図 39は、1 μMの糖プロー
ブを含む標準試料と疑似尿試料を注入した際に得られたクロマトグラムである。灰線が疑似尿サンプル、
黒線が標準サンプルに相当する。両方のクロマトグラムにおいて、同一のピーク2, 3および4が得られた。
このことから、疑似尿中の rhamnose, lactulose, sucroseの糖は、今回の分離条件で検出できることがわか
った。erythritolはカラムにおける保持時間が短く、疑似尿成分との分離が困難であった。また、
sucraloseは逆にカラムから溶出されず、検出できなかった。したがって、グラジエント溶出法を用いること
で、五つの糖をすべて検出可能であると考えられる。 
 
  
図 39 異なる分離条件における疑似尿試料の注入により得られたクロマトグラム(a) Au-PAD 法、
(b)NiCu ナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極による定電位検出法。 
移動相, 20 mM NaOH + 7 mM NaNO3 水溶液; 流速, 0.2 mL min-1; サンプルボリューム, 10 μL;  
ピーク帰属: 1, erythritol; 2, rhamnose; 3, lactulose; 4. sucroce; 5, sucralose; *, unpurity.  
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3-4. 結論 
本章では、共スパッタ法による Ni-Cuナノアロイ埋め込みカーボン薄膜電極を開発し、消化器官の粘
膜透過性に用いる糖プローブのHPLC-EC検出を行った。作製した薄膜は小粒径かつ極めて高活性な
Ni-Cuナノアロイが、安定かつ低ノイズなカーボン相に埋め込まれた極めて平坦な電極であった。本研
究では、ナノアロイの組成や埋め込み量といったナノ構造を制御することで、極微量の糖プローブの検
出に最適な電極を作製し、その構造と電極触媒活性の関連を明らかにした。作製した電極は、従来困
難であった定電位検出において優れた測定安定性を示し、Au-PAD法よりも 2桁以上優れた検出限界
を実現した。それだけでなく、疑似尿成分に対する当該電極の被毒耐性が、金のパルスアンペロメトリ
法よりも優れていることがわかった。したがって、当該電極の開発によりMulti-sugar testの実現可能性が
飛躍的に向上したと考えている。 
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4. 総括 
本研究では、蛋白や糖類といった電気化学検出の困難な生体分子の検出にむけて、電極のナノ構
造に着目したアプローチにより検出性能の向上を試みた。 
第 2 章では、ナノ構造電極と酵素間に流れる DET を利用し、極めてシンプルかつ高感度な酵素バイ
オセンサの構築について研究した。 
2-1 節では、BOD への DET 高効率化を目的とし、極めて簡便なグラフェンのドロップキャスティング法
に基づくグラフェン修飾法を開発した。GC 電極にキャストするグラフェン修飾量を変化させるだけで、キ
ャパシタンス増大を 2 倍程度に抑制しつつ、DET 電流を 74 倍促進する S/N に優れたナノ構造電極を
開発した。一方、その他のカーボン材料修飾として、CB および GP を用いた場合は DET 電流を 69 倍、
223 倍促進するが、同時にキャパシタンスも 42, 115 倍に急増した。このことから、キャパシタンスを抑制し
つつ DET を高効率化できるのはグラフェン修飾のみであることが示された。低い検出限界を達成する
必要があるバイオセンサの構築材料として、グラフェン修飾が極めて有用であることを示唆している。 
2-2 節では、表面にナノ凹凸を有する pcITO 電極と mCYP3A4 の間の高効率 DET を利用したマイク
ロ流体デバイスを設計・開発し、薬剤代謝反応のリアルタイムモニタリングに応用した。マイクロ流体デバ
イスでは、ニッケル金型を PDMS で型取りし、簡便な酸エッチングにより作製したパタニング pcITO 基板
と貼り合わせて作製した。その際、金型を研磨することで対称性の高いマイクロ流路を構成することで、
マイクロ流路内の流れの均一性の向上に成功した。さらに、薄層流路およびマイクロ流体の特性を利用
し、下流側からの吸引送液により、互いに混合しにくい安定な平行二相流を形成できることを見出した。
当該マイクロ流体チップを用いて、mCYP3A4 の典型的な基質として知られるテストステロンの薬剤代謝
反応をモニタリングした。これにより、当該デバイスにより長期安定な薬剤代謝モニタリングが可能である
ことがわかった。さらに、算出された酵素特性（KM 値）が文献値と一致したことから、mCYP3A4 酵素活
性の定量分析が可能である。 
第 3 章では、アンペロメトリ測定を可能とする、極めて高活性なニッケル銅(Ni-Cu)合金ナノ粒子埋め
込みカーボン薄膜電極の開発を行い、消化器官の粘膜透過性を可能とする微量の糖類混合物の分離
定量に応用した。作製した薄膜は小粒径かつ極めて高活性な Ni-Cu ナノアロイが、安定かつ低ノイズな
カーボン相に埋め込まれた極めて平坦な電極であった。本研究では、ナノアロイの組成や埋め込み量
といったナノ構造を制御することで、極微量の糖プローブの検出に最適な電極を作製し、その構造と電
極触媒活性の関連を明らかにした。作製した電極は、従来困難であった定電位検出において優れた測
定安定性を示し、Au-PAD 法よりも 2 桁以上優れた検出限界を実現した。それだけでなく、疑似尿成分
に対する当該電極の被毒耐性が、Au-PAD 法よりも優れていることがわかった。したがって、当該電極の
開発により Multi-sugar test の実現可能性が飛躍的に向上したと考えている。 
ここ１０年、ナノ科学技術の研究に世界中が積極的に取り組み、化学だけでなくバイオ、物理、はては
情報分野などその波及効果は計り知れないことはもはや周知の事実である。こと電気化学分野におい
て、本研究でその一端を示したように、ナノ構造体の積極的な利用がこれまで不可能であった分子や機
能検出へ対象拡張が期待されている。冒頭でも示したように、電気化学分析は、簡便に高感度・迅速測
定ができるだけでなく、低コストかつ小型化が可能な普及性に優れる手法である。私は、従来の質量分
析など高価な分析法から電気化学法への置き換えが、社会医療問題に対して有効な一手と考えている。
本論文が、ひとりでも電気化学分析に興味を持つ研究者を増やすことの一助となれば幸いである。 
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